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1 Einleitung
In jeder Zelle des menschlichen und tierischen Organismus kommt es täglich zu 
Mutationen der DNA, welche zu Tumoren und schließlich zum Tod führen können, 
sofern ihnen nicht entgegengewirkt wird. Deshalb besitzen vielzellige Organismen 
ein effizientes Kontrollsystem, welchem der Tumorsuppressor p53 als wichtiges 
Mitglied angehört. 
Durch onkogene Veränderungen, DNA-Schäden oder anderen Zellstress wie 
Hypoxie wird p53 aktiviert und ist dann fähig, über zwei unterschiedliche 
Apoptosewege zu wirken, den transkriptionsabhängigen und den –unabhängigen 
Weg. 
Durch diese Mechanismen bietet p53 Schutz vor unkontrollierter Proliferation von 
genetisch mutierten Zellen.
Im transkriptionsabhängigen Apoptoseweg wirkt p53 als Transkriptionsfaktor. Er 
bindet als Homo-Tetramer an die DNA von p53-responsiven Elementen und 
transaktiviert so Gene, die Zellzyklusarrest, Seneszenz oder Apoptose induzieren.
Im transkriptionsunabhängigen Apoptoseweg bindet p53 an pro-/antiapoptotische 
Mitglieder der Bcl2-Familie, welche in der mitochondrialen Membran lokalisiert sind. 
Durch diese Bindung wird eine Signalkaskade ausgelöst, die in einer Cytochrom c 
Freisetzung und somit in Apoptose enden.
Bis heute sind jedoch noch keine Untersuchungen darüber unternommen worden, in 
welcher Quartärstruktur p53 an die Mitochondrienmembran bindet. Da Wildtyp-p53 
(wt) durch mutiertes p53 (mt) im Kern gehemmt werden kann, wäre es interessant zu 
wissen, ob auch im transkriptionsunabhängigen Apoptoseweg eine Hemmung
aufgrund einer Heterotetramerisierung mit mtp53 stattfinden kann.
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2 Literaturübersicht
2.1 Das Tumorsuppressorprotein p53
p53 ist ein intensiv untersuchtes Tumorsuppressorprotein, das erstmals von LANE u. 
CRAWFORD (1979) als zelluläres Protein im Komplex mit dem großen T-Antigen 
des SV40 DNA-Virus erwähnt wurde. Es bildet mit den Tumorsuppressoren p63 und 
p73 die p53-Familie. Alle drei Proteine sind strukturell ähnlich und transaktivieren 
ähnliche Gene. Jedoch ist p53 der weitaus bedeutendere Tumorsuppressor. Verlust 
oder Mutation des Proteins führen zu einer höheren Tumoranfälligkeit. 
Viele Jahre ging man davon aus, dass p53 ausschließlich nukleäre Funktionen als 
Transkriptionsfaktor von etlichen p53-responsiven Genen besitzt (LAPENKO et al. 
2006), welche unter anderem an Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose beteiligt 
sind. Seit einiger Zeit ist aber bekannt, dass p53 auch einen 
transkriptionsunabhängigen Apoptoseweg ausführt (MOLL et al. 2005), indem es mit 
Mitgliedern der Bcl2-Familie Protein-Protein-Interaktionen an Mitochondrien eingeht 
und somit letztendlich auch Apoptose induzieren kann. Einige Erkenntnisse zeigten 
aber, dass p53 auch unter physiologischen Bedingungen in geringem Maße aktiviert 
ist und verantwortlich ist für das Überleben der Zelle (LASSOS et al. 1996) und 
Apoptose. Durch alltäglichen Stress wird p53 aktiviert und nimmt so Einfluss auf die 
Regulation der Glykolyse, Autophagie (CRIGHTON et al. 2006) und oxidativen 
Stress (BENSAAD u. VOUSDEN, 2005) sowie auf die Reparatur von gentoxischen 
Schäden (GATZ u. WIESMÜLLER, 2006), Angiogenese (TEODORO et al. 2006) und 
Zelldifferenzierung (MURRAY-ZMIJEWSKI et al. 2006). 
2.2 Funktionelle und strukturelle Domänen
p53 ist ein zelluläres Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 53 kDa, dessen 
Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 lokalisiert ist. Es besteht aus 393 
Aminosäuren und enthält strukturell fünf evolutionär konservierte Bereiche, die als 
Domänen I bis V bezeichnet werden. Da diese Domänen in allen Vertebraten wieder 
zu finden sind, kann man davon ausgehen, dass sie für die Aktivität von p53 von 
zentraler Bedeutung sind (SOUSSI et al. 1990). Domäne I ist im N-terminalen 
Bereich lokalisiert, während Domäne II-V in der zentralen Region von p53 
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angesiedelt sind. Funktionell kann man p53 in vier verschiedene Domänen 
unterteilen (HARRIS u. HOLLSTEIN, 1993):
 Transaktivierungsdomäne AS 1-42
 Prolinreiche Domäne AS 61-94
 Zentrale sequenzspezifische DNA-Bindungsdomäne AS 102-292
 Oligomerisierungsdomäne AS 363-393
T r a n s a k t i v ie r u n g P r o l i n r e i c h S p e z i f is c h e D N A - B i n d u n g T e t r a m e r is ie r u n g
1 5 0 1 0 2 2 9 2 3 9 3
H u m a n e s p 5 3
M u r i n e s p 5 3
T r a n s a k t i v ie r u n g P r o l in r e i c h S p e z i f is c h e D N A - B i n d u n g T e t r a m e r is ie r u n g
1 3 9 0
Abb. 1: Funktioneller Aufbau des p53 Tumorsuppressorproteins
2.2.1 Der N-Terminus von p53
Im aminoterminalen Bereich findet man eine Vielzahl an sauren Aminsäuren und 
Prolinresten. Daher zählt p53 zu der Gruppe der „sauren“ Transkriptionsfaktoren 
(RAYCROFT et al. 1990). 
Der aminoterminale Bereich enthält die Transaktivierungsdomäne (FIELDS und 
JANG, 1990). Kommt es zu einer Deletion der AS 20-42, kann eine Transaktivierung 
anderer Gene nicht mehr stattfinden. Einzelne Punktmutationen reichen im 
Allgemeinen nicht aus, um die Transaktivierungsfunktion zu eliminieren. 
Entscheidend hierfür sind Mutationen an den Aminosäuren Leucin22 und 
Tryptophan23, da sie essentiell für die transaktivierende Funktion von p53 sind (LIN 
et al. 1994). Kommt es in diesen Bereichen zu einer Mutation, so ist p53 nicht mehr 
in der Lage, spezifische Zielgene zu transaktivieren. Im Weiteren führt dies zu 
Ausfällen bezüglich der Repression von Promotoren und zur Induktion der Apoptose 
(ROEMER et al., 1996).
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Der N-Terminus dient auch als Bindungsstelle für einige zelluläre und virale Proteine. 
So geht das Onkoprotein MDM-2, das inhibierend auf p53 wirkt und seinen nukleären 
Export bewirkt, an dieser Stelle an den Tumorsuppressor (HAUPT et al. 1997; 
BOTTGER et al. 1999).
2.2.2 Die Prolin-reiche Domäne
Die Prolin-reiche Domäne ist entscheidend für die Induktion der Apoptose 
(SAKAMURO et al. 1997) und wird von Proteinen erkannt, die eine SH3-Domäne 
(Src-Homology-3 Domain) besitzen.
2.2.3 Die zentrale sequenzspezifische DNA-Bindungsdomäne
Die zentrale DNA-Bindungsdomäne ist bemerkenswert Protease-resistent 
(BARGONETTI et al. 1993; PAYLETICH et al. 1993) und von entscheidender 
Bedeutung bei der Bindung an DNA. Sie bindet die p53-Erkennungssequenz 5´-
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3´, was zu einer Biegung und Drehung der
gebundenen DNA führt (NAGAICH et al., 1999; BALAGURUMOORTHY et al. 1995).
MIHARA et al. (2003) und TOMITA et al. (2002) konnten nachweisen, dass die DNA-
Bindungsdomäne auch für einige Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist. Bcl-
2 und BclxL, mitochondriale antiapoptotische Proteine, werden über diese Domäne 
an p53 gebunden und inhibiert, wodurch Apoptose ausgelöst wird.
Mehr als 90% aller p53-Mutationen befinden sich in der DNA-Bindungsdomäne, was 
die Bedeutung von p53 als Tumorsuppressor unterstreicht (HOLLSTEIN et al. 1991; 
HAINAUT et al. 1997).  
2.2.4 Der C-Terminus von p53
Das carboxyterminale Ende von p53 besteht aus drei funktionellen Domänen: dem 
so genannten „Linker“, einem flexiblen Bindungsstück, das die sequenzspezifische 
DNA-Bindungsdomäne mit der Tetramerisierungsdomäne koppelt und der 
Tetramerisierungsdomäne selbst, welche für die Oligomerisierung von p53 
verantwortlich ist. Die letzten 30 Aminosäuren bilden eine regulatorische Domäne, 
welche einen negativen Einfluss auf die spezifische DNA-Bindung des 
Gesamtproteins zu nehmen scheint (KLEIN et al. 2001). Durch Phosphorylierung und 
Acetylierung in diesem Bereich wird p53 stabilisiert und aktiviert (HUPP u. LANE, 
1994; HUPP et al. 1995).
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Um DNA effektiv binden zu können, muss p53 als Tetramer vorliegen (FRIEDMAN et 
al. 1993; PIETENPOL et al. 1994). Analysen der NMR- und Kristallstrukturen haben 
gezeigt, dass sich das p53-Tetramer aus zwei Dimeren zusammensetzt (CLORE et 
al. 1995; JEFFREY et al. 1995). Während in Lösung ein Gleichgewicht zwischen 
Dimeren und Tetrameren vorliegt, kommt es in Gegenwart spezifischer p53-DNA-
Bindesequenzen zu einem erhöhten Anteil an Tetrameren (WEINBERG et al. 2004). 
Nach Mutationen im Bereich der Tetramerisierungsdomäne, können keine Oligomere 
mehr gebildet werden. ATZ et al. (2003) wies dies anhand der p53R337C Mutante 
nach, die einen AS-Austausch an Position 337 hat.
2.3 p53 als Transkriptionsfaktor
p53 ist ein Phosphoprotein, welches das Potential besitzt, DNA spezifisch und nicht-
spezifisch zu binden (EL-DEIRY, 1998). Als Transkriptionsfaktor muss es im Kern 
lokalisiert sein und reguliert die Expression von Genen, welche eine p53-
Erkennungsstelle besitzen. Diese Gene sind in verschiedene zelluläre Funktionen 
involviert wie Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur, Seneszenz und Apoptose 
(VOGELSTEIN et al. 2000), aber auch Zellmotilität, -adhäsion, Antiangiogenese und 
Antimetastasierung (HARMS et al. 2004; WEI et al., 2006). Analysen über die 
Degeneration von p53-DNA-Bindungsstellen lassen die Vermutung zu, dass es mehr 
als 200-400 p53-Zielgene gibt (EL-DEIRY, 1998). Als Antwort auf Stress reagiert p53 
mit der Expression und Repression verschiedener Zielgene. Dabei werden nur 
bestimmte Gene aktiviert oder reprimiert, um einen funktionellen Erfolg zu erzielen 
(LIU u. CHEN, 2006). 
Die Transkriptionsaktivität von p53 wird durch die Menge an zellulärem p53, seine 
Fähigkeit DNA zu binden, die subzelluläre Lokalisation und die Rekrutierung der 
Transkriptionsmaschinerie bestimmt (LIU u. CHEN, 2006). Dabei bindet p53 an die 
DNA-Bindedomäne von p53-responsiven Elementen im Promotorbereich des 
jeweiligen Zielgens und rekrutiert so die basale Transkriptionsmaschinerie, Co-
Aktivatoren und Co-Repressoren (ESPINOSA et al., 2003). 
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Tab. 1: Beispiele für Zielgene des p53-Transkriptionsfaktors
A. Apoptose auslösende Zielgene
Gene Funktion Referenz
bax Intrinsischer Apoptose Weg, Bcl2-Familie FORTIN et al. 2002
bcl2 Inhibiert Cytochrom c Freisetzung an Mitochondr. MIASHITA et al. 1994
bclXl Inhibiert Cytochrom c Freistzung an Mitochondr. SUGARS et al. 2001
c-fos Transkriptionsfaktor, Onkoprotein ELKELES et al. 1999
dr5 Extrinsischer Apoptose Weg*, Todesrezeptor TAKIMOTO u.EL-DEIRY, 
2000
fas Extrinsischer Apoptose Weg, Todesrezeptor FUKAZAWA et al. 1999
noxa Intrinsischer Apoptose Weg**, Bcl2-Familie E. ODA et al. 2000
pidd Extrinsischer Apoptose Weg LIN et al. 2000
pig3 Oxidation/Reduktion FLATT et al. 2000 
puma Intrinsischer Apoptose Weg, Bcl2-Familie NAKANO u. VOUSDEN, 2001
tnf Extrinsischer Apoptose Weg VOGELSTEIN et al., 2000
B. Zellzyklusarrest auslösende Zielgene 
Gene Funktion Referenz
gadd45 hemmt G2 Phase ZHAN et al., 1999
p21WAF1 hemmt G1 und G2 Phase EL-DEIRY et al. 1993
reprimo hemmt G2 Phase OHKI et al. 2000
14-3-3σ hemmt G2 Phase LARONGA et al. 2000
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C. Zielgene mit anderen Funktionen
Gene Funktion Referenz
bai1 Antiangiogenese NISHIMORI et al. 1997
c-myc fördert Wachstum MOBERG et al. 1992
mdm2 fördert den Abbau von p53 VOGELSTEIN, 2000
pai-1 inhibiert Metastasierung KUNZ et al. 1995
tbp Transkriptionsfaktor MIU et al. 1993
tsp1 Antiangiogenese DAMERON et al. 1994
2.3.1 Zielgene der Transaktivierung durch p53
p53 transaktiviert Gene, die unterschiedliche Funktionen ausüben. Eine der beiden 
wichtigsten Funktionen ist Zellzyklusarrest. Der Zellzyklus besteht aus vier Phasen 
(siehe auch Abb. 3): der Mitose, der S-Phase, der G1-Phase (zwischen Mitose und 
S-Phase) und der G2-Phase (zwischen S-Phase und Mitose). p21 WAF1 stoppt den 
Zellzyklus in der G1- und der G2-Phase (EL-DEIRY et al. 1993; ZHAN et al. 1999). 
Es wird nach DNA-Schäden durch wtp53, nicht aber durch mutiertes p53 
transaktiviert (EL-DEIRY et al. 1993) und bindet dann an Cyklin-CDK-Komplexe 
(Cyclin-dependent kinase) und hemmt deren Kinaseaktivität. Es ist der einzige CDK-
Inhibitor, dessen Expression direkt von p53 reguliert wird (EL-DEIRY, 1998).
Weitere Proteine, die den Zellzyklus in der G2 Phase unterbrechen, sind Reprimo, 
14-3-3σ und GADD45 (OHKI et al. 2000; ZHAN et al., 1999; LARONGA et al. 2000).
Die andere wichtige Funktion, die durch p53 Zielgene ausgeführt wird, ist Apoptose, 
auch programmierter Zelltod genannt.
Bax, ein Protein der Bcl2-Familie, ist an den Mitochondrien lokalisiert und wurde als 
erster Mediator der p53-abhängigen Apoptose identifiziert (MIYASHITA et al. 1994). 
P53 bindet in humanen Zellen an die Regulatorregion von bax (REED et al. 1999).  
Fett geschriebene Gene werden durch p53 gehemmt, alle anderen aktiviert
* im extrinsischen Pathway werden die Todesrezeptoren aktiviert und Apoptose über Caspase 8 
und Caspase-Signalweg induziert
** im intrinsischen Pathway geht p53 Reaktionen mit Mitgliedern der Bcl2-Familie an 
Mitochondrien ein, was einen Cytochrom c Freisetzung und somit Apoptose zur Folge hat.
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SCHMIDT et al. (1999) konnten hingegen zeigen, dass es in Mauszellen keine 
analoge Bindestelle gibt. An Mitochondrien begünstigt Bax einen Cytochrom-c-
Freisetzung, was wiederum zu einer Aktivierung der Caspase 9 führt und somit die 
Caspase-Kaskade auslöst und in Apoptose endet (SRINIVASULA et al. 1998).
Weitere Gene, die zur Bcl2-Familie gehören und durch p53 transaktiviert werden, 
sind puma und noxa (NAKANO u. VOUSDEN, 2001; E. ODA et al. 2000).
Weiterhin werden auch die Todesrezeptoren DR5 und Fas, TNF 
(Tumornekrosefaktor) und Pidd durch p53 transaktiviert und lösen Apoptose aus 
(OWEN-SCHAUB et al. 1995; VOGELSTEIN et al. 2000; LIN et al. 2000). Die 
Expression von DR5 wird vor allem durch DNA-schädigende Agentien wie γ-
Strahlung, Doxorubizin oder Etoposide ausgelöst. Kommt es dann zu einer 
Überexpression von DR5, wirkt der Todesrezeptor als starker Apoptoseinduktor (WU 
et al. 1997).
p53 spielt aber auch eine Rolle in der Angiogenesehemmung. Wichtig für das 
Tumorwachstum ist die Neubildung von Blutgefäßen, um die malignen Zellen mit 
Nährstoffen zu versorgen. Durch Überexpression von p53 kommt es zu einer 
Aktivierung der Proteine Thrombospondin1, BAI1 oder GD-AiF, welche eine 
Hemmung der Angiogenese auslösen (EL-DEIRY, 1998).
Ein weiteres Gen, das durch p53 transaktiviert wird, ist mdm2. Ihm kommt eine 
besondere Rolle zu, da es gleichzeitig ein p53-Inhibitor ist. p53 transaktiviert mdm2, 
welches dann im Kern an p53 bindet (VOGELSTEIN et al. 2000). 
2.3.2 Zielgene der Repression durch p53
Neben der Transaktivierung von Genen ist p53 auch in der Lage, die Expression von 
Genen zu unterdrücken. Die Regulatorregionen dieser Zielgene enthalten im 
Allgemeinen keine p53-Bindungsstelle und man vermutet, dass der C-Terminus an 
der Repression beteiligt ist (EL-DEIRY, 1998). Unterstützt wird p53 durch Co-
Repressoren wie HDACs (Hinstondeacetylase), die die Histone deacetylieren und so 
das Chromatin für die Transkriptionsmaschinerie unzugänglich machen. Ein weiterer 
Co-Repressor ist NIR (Novel INHAT Repressor), der direkt mit p53 interagiert und so 
die Acetyltransferase inhibiert (HUBLITZ et al. 2005).
Es ist bekannt, dass p53 die Expression von Proteinen unterdrückt, welche das 
Wachstum fördern wie IL6, c-Myc oder der Insulin-Rezeptor (EL-DEIRY, 1998), 
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wobei die Repression von myc zu einem G1-Arrest führt. P53 unterdrückt aber auch 
die Aktivität von Cyclin B1, was zu einem G2-Arrest führt (INNOCENTE et al. 1999) 
und von RECQ4, was in einer DNA-Replikation und Rekombination mündet. Auch 
die Aktivität einiger Transkriptionsfaktoren wie TBP und SP1 wird durch p53 
unterdrückt (EL-DEIRY, 1998), sowie die Funktion von Bcl2 und BclXl, welche 
antiapoptotisch wirken (MIYASHITA et al. 1994).   
2.3.3 Regulation der p53-Aktivität
2.3.3.1 Autoregulatorische „Feedbackschleifeû mit MDM2
MDM2 ist der Hauptregulator des p53 Tumorsuppressorproteins und wird durch p53 
transaktiviert, da es selbst zwei p53-responsive Elemente in seiner Promotorregion 
enthält. Das MDM2-Protein bindet an den N-Terminus von p53 und vermittelt die 
Anlagerung von Ubiquitin an das carboxyterminale Ende. Durch diese 
Monoubiquitinierung kann p53 nukleär exportiert, nicht aber degradiert werden (LI et 
al. 2003). Dafür ist eine Polyubiquitinierung nötig, die das Protein durch p300 oder 
Cop1 erfährt (GROSSMANN et al. 2003; DORNAN et al. 2004). Durch den nukleären 
Export und den proteosomalen Abbau wird die Transkriptionsaktivität von p53 
gehemmt und somit der Anteil an MDM2 vermindert. Damit wird die negative 
regulatorische Rückkopplungsschleife geschlossen und der Anteil an p53 kann 
wieder ansteigen.
Wenn ein Protein in einer Zelle die Synthese seines eigenen Inhibitors stimuliert, 
kann man davon ausgehen, dass die Konzentrationen der beiden Proteine streng 
reguliert sind. Auch das Gleichgewicht zwischen p53 und MDM2 unterliegt diesem 
Grundsatz (BAR-OR et al. 2000). Kommt es nun zu einer Störung dieses 
Gleichgewichtes, kann das dramatische Auswirkungen auf die Zelle und im 
schlimmsten Fall auf den ganzen Organismus haben.
2.3.3.2 Aktivierung von p53 durch DNA-Schädigung
Durch DNA-Schäden wird p53 direkt oder durch posttranslationale Modifikationen 
aktiviert. Bei letzterem werden zwei Proteinkinasen, nämlich ATM (Ataxia 
teleangiektasia mutated) und Chk2, stimuliert, welche p53 durch Phosphorylierung 
am N-Terminus aktivieren (MEEK et al. 1999; PRIVES u. HALL, 1999). Durch diese 
Phosphorylierung wird p53 stabilisiert und in geringerem Maße abgebaut (BODE u. 
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DONG, 2004; STEEGENGA et al. 1996), da die Interaktion zwischen p53 und MDM2 
gestört wird (SAKAGUCHI et al. 1997; SHIEH et al. 1997; CRAIG et al. 1999).
2.3.3.3 Aktivierung von p53 durch Onkogene
Durch die Expression von zellulären und viralen Onkogenen wie Ras und Myc 
werden abnormale Wachstumssignale induziert, welche p14ARF aktivieren. Dieses 
Protein ist in der Lage, p53 zu aktivieren und gleichzeitig MDM2 zu hemmen, 
wodurch p53 stabilisiert wird (SHERR u. WEBER, 2000).
2.3.3.4 Aktivierung von p53 durch Hypoxie
Durch Sauerstoffmangel (Hypoxie) kommt es in einer Zelle zur Aktivierung von p53 
und zur Induktion von Apoptose. Gleichzeitig wird das Protein HIF1α (hypoxia 
inducible factor) stabilisiert, was wiederum zu einer Aktivierung von p53 führt (ROE 
et al. 2006).
2.3.3.5 Aktivierung von p53 durch Energiemangel
Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass p53 auch durch nahrungsbedingten 
Stress, ungenügende Energiezufuhr und Glukosemangel in geringem Maße aktiviert 
wird (VOUSDEN u. LANE, 2007). Kommt es beispielsweise zu einem Glukosedefizit, 
wird p53 über die AMP-Kinase aktiviert. Dadurch ist ein zeitlich begrenztes 
Überleben der hungerleidenden Zellen möglich (JONES et al. 2005). Des Weiteren 
ist p53 auch an der mitochondrialen Respiration beteiligt. Es transaktiviert den 
Kupfertransporter SCO2, der für die Bereitstellung der Cytochrom-c-Oxidase wichtig 
ist. Dadurch ist p53 in der Lage, die oxidative Phosphorylierung zu erhöhen 










Abb. 2: Aktivierung und Funktion von p53
Abbildung modifiziert nach VOUSDEN u. LANE, 2007
2.3.4 Zelluläre Funktionen von p53
2.3.4.1 Zellzyklusarrest durch p53
Der Zellzyklus einer Zelle ist ein streng überwachter Prozess, in dem es zur 
Replikation der DNA kommt und sich die Zellen in zwei Tochterzellen teilen. Kommt 
es zu Störungen in diesem Prozess, ist p53 durch Transkription seiner Zielgene in 
der Lage, den Zellzyklus anzuhalten, sprich Zellzyklusarrest auszulösen. Dabei 
stehen ihm zwei verschiedene Wege zur Verfügung: Arrest der G1-Phase oder 
Arrest der G2-Phase.
Bei zellulärem Stress wie DNA-Schäden wird die G1-Phase durch Hemmung der 
CDKs gestoppt. Diesen Prozess lösen so genannte Cyclin-abhängige 
Kinaseninhibitoren (CKI) aus. Das wichtigste Zielgen von p53, das in den G1-Arrest 
P53 (gelb) spielt eine Schlüsselrolle zwischen den verschiedenen Arten von Stress (blau) und 
der entsprechenden zellulären Antwort (rot). Es ist in der Lage, nach einem Stimulus nur 
bestimmte Gene zu transaktivieren, um eine spezifische Antwort zu induzieren.
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involviert ist, ist p21WAF1. Es bindet an Cyclin-CDK-Komplexe und verhindert so den 
Eintritt der Zelle in die S-Phase (HARMS et al. 2004). 
Der G2-Arrest kann durch p21WAF1, GADD45 und 14-3-3σ ausgelöst werden. Alle 
drei Proteine verhindern letztendlich, dass der CyclinB/cdc2-Komplex nicht aktiv wird 
und die Zelle in die Mitose übergehen kann (HARMS et al. 2004).
Abb. 3: p53-induzierter Zellzyklusarrest
2.3.4.2 Apoptose durch p53
Eine andere Möglichkeit von p53, zellulärem Stress entgegenzuwirken, ist das 
Auslösen der Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt. Hierfür stehen p53 
zwei verschiedene Wege zur Verfügung: der extrinsische und der intrinsische 
Apoptoseweg (NEWMEYER u. FERGUSON-MILLER, 2003; MACFARLANE, 2003).
Im extrinsischen Apoptoseweg wird die Transkription der Transmembranrezeptoren 
Fas und DR5 durch p53 induziert. Diese Proteine setzen dann den Caspase-
Signalweg über Caspase 8 in Gang, der in der Apoptose endet (HARMS et al. 2004).
Im intrinsischen Apoptoseweg transaktiviert p53 unter anderem die Mitglieder der 
Bcl2-Familie Bax, Bak (p53AIP1), Noxa und Puma (MIYASHITA et al. 1994; 1995). 
Durch diese Aktivierung kommt es zu einem Cytochrom-c-Freisetzung vom 
Die Abbildung zeigt die verschiedenen Phasen des Zellzyklus und ihre Kontrollpunkte. p21 ist in 
der Lage, den Zellzyklus an zwei unterschiedlichen Punkten zu arretieren: an G1- zu S-Phase und 
an G2- zu M-Phase. Im Gegensatz dazu können GADD45 und 14-3-3σ den Zellzyklus nur an 
einem Punkt stoppen: an G2- zu M-Phase.
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mitochondrialen Intermembranraum in das Zytoplasma, wo sich Cytochrom-c mit 
Apaf-1 und Caspase-9 zu einem Apoptosom zusammenschließt. Das Apoptosom ist 
in der Lage, den Caspase-Signalweg in Gang zu setzen und somit Apoptose 
auszulösen (HARMS et al. 2004).
Zytoplasmatisches p53 transloziert aber auch an Mitochondrien und kann so selbst 













Extrinsischer Apoptoseweg Intrinsischer Apoptoseweg
Abb. 4: p53-induzierte Apoptose
Schematische Darstellung der durch p53-induzierten Apoptose Pathways, eingeteilt in 
intrinsischen (grün) und extrinsischen Pathway (blau). Im extrinsischen Weg aktiviert p53 die 
Todesrezeptoren, welche eine Aktivierung des Caspase-Signalweges induzieren und somit 
Apoptose auslösen. Im intrinsischen Weg unterdrückt p53 einerseits die Transkription von 
Bcl2 und unterstützt andererseits die Transkription von Bax, welches an den Mitochondrien zu 
einem Cytochrom-c- Freisetzung führen kann und somit Apoptose auslöst.
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2.3.4.3 Weitere Funktionen von p53
Neben den Hauptfunktionen Zellzyklusarrest und Apoptose, die als Schutz vor 
Tumorentwicklung entscheidend sind, hat p53 auch noch Funktionen abseits der 
Tumorsuppression. In p53-defizienten Mäusen beispielsweise wurde eine abnormale 
Entwicklung festgestellt (CHOI u. DONEHOWER, 1999). Weibliche Tiere, die bei der 
Geburt normal entwickelt waren, zeigten Defekte beim Schluss des Neuralrohres 
(ARMSTRONG et al. 1995; SAH et al. 1995). Des Weiteren wurde in Studien mit 
Bestrahlung des Uterus von Mäusen nachgewiesen, dass p53 die Rate an 
Geburtsdefekten reduzieren kann (HALL u. LANE, 1997; BAATOUT et al. 2002). Bis 
heute kann auch nicht ausgeschlossen werden, ob p53 eine Rolle bei Krankheiten 
wie Parkinson, Alzheimer oder Huntington spielt (JACOBS et al. 2006). Eine der 
interessantesten Funktionen von p53 ist die Regulation der Lebensdauer, obwohl 
noch nicht ganz geklärt ist, ob p53 den Alterungsprozess verkürzt oder verlängert. Es 
konnte beobachtet werden, dass eine leichte Hyperaktivierung von p53 zu einem 
frühzeitigen Altern in Mäusen führt (TYNER et al. 2002; MAIER et al. 2004). Dies 
scheint aber keine Funktion von korrekt reguliertem p53 zu sein. Denn in Mäusen, 
die eine Extrakopie des p53-Gens enthalten bzw. eine reduzierte Expression von 
MDM2 aufweisen, konnte zwar der erwartete Schutz vor Tumorentwicklung 
festgestellt werden, jedoch blieb das frühzeitige Altern der Tiere aus (GARCIA-CAO 
et al. 2002; MENDRYSA et al. 2006).  
2.3.4.4 Zellzyklusarrest oder Apoptose nach Aktivierung von p53?
p53 wurde von LANE (1992) als „Wächter des Genoms“ bezeichnet, da es als 
Tumorsuppressor die Zellen vor drohenden Schäden schützen kann, indem es 
Zellzyklusarrest oder programmierten Zelltod auslöst. Welchen Weg p53 letztendlich 
einschlägt, hängt von mehreren Faktoren ab. 
Bei konstitutivem Stress wie geringen DNA-Schäden oder physiologischem 
Wachstum führt p53 zu einem Zellzyklusarrest, während dessen oxidative Schäden 
verringert und DNA-Schäden beseitigt werden können. Dadurch wird das Überleben 
der Zelle gesichert und gleichzeitig Mutationen vorgebeugt. Kommt es jedoch zu 
einem stärkeren bzw. akuten Stress wie Onkogenaktivierung oder hohe 
Strahlendosis, führt dies zu einer vermehrten Aktivierung von p53 und somit zu 
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Apoptose und der Beseitigung der geschädigten Zelle (GATZ u. WIESMULLER, 
2006).
p53 Level












Abb. 5: Regulation der Funktionen von p53
Abbildung modifiziert nach VOUSDEN u. LANE, 2007
2.4 Transkriptionsunabhängige Funktionen von p53
Neben seiner Rolle als Transkriptionsfaktor, wodurch viele proapoptotische Gene 
reguliert werden, hat der Tumorsuppressor p53 auch transkriptionsunabhängige 
Aufgaben. Diese werden durch direkte Protein-Protein-Interaktionen mit pro- und 
antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl2-Familie an Mitochondrien und im Zytoplasma 
ausgeübt, wobei hier die schnellste bisher bekannte p53-abhängige 
Apoptoseinduktion stattfindet (MOLL et al. 2006).  
Eine wichtige Wende in der p53-Forschung erfolgte, als MARCHENKO et al. (2000) 
zeigen konnten, dass ein geringer Anteil (rund 2%) des wtp53 nach Stressinduktion 
am Beginn der p53-abhängigen Apoptose an die Mitochondrien transloziert. Diese 
stressinduzierte mitochondriale p53-Akkumulation erfolgt in radiosensitiven Geweben 
Durch geringen Zellstress wird nur ein kleiner Teil von p53 aktiviert. Dieser Anteil löst 
Zellzyklusarrest aus und sichert damit das Überleben der Zelle. Kommt es jedoch zu einem 
akuten Zellstress, werden große Mengen an p53 aktiviert, welche in der Lage sind, 
programmierten Zelltod zu induzieren. 
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wie Thymus und Milz in vivo (ERSTER et al. 2004). Stressauslösende Signale, die 
diesen transkriptionsunabhängigen Apoptoseweg induzieren, sind DNA-schädigende 
Agentien wie Chemotherapeutika, UV- und γ-Strahlen, Hypoxie, virale und zelluläre 
Onkogene, Transkriptionsblockaden sowie reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) 
(MARCHENKO et al. 2000; SANSOME et al. 2001; MIHARA et al. 2003; ARIMA et 
al. 2005; ZHAO et al. 2005). Ein weiterer Beweis für die apoptotische Funktion von 
mitochondrialem p53 kommt aus einer p53-Polymorphismus-Studie zu Arg/Pro an 
Codon 72. Die Arg-Variante zeigte eine 5-10 Mal höhere apoptotische Fähigkeit als 
die Pro-Variante, was auch mit der Tatsache übereinstimmt, dass die Arginin-
Variante eine höhere Neigung hat, zu Mitochondrien zu translozieren als die Prolin-
Variante, während die Prolin-Variante eine stärkere Transkriptions- und 
Repressionsfähigkeit zeigt (DUMONT et al. 2003). MIHARA et al. (2003) konnten 
zeigen, dass mutiertes p53 auch ohne Stresseinwirkung an den Mitochondrien 
konstitutiv vorkommt. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass durch die bestehende 
Mutation schon Stress ausgelöst wird. In humanen Kolonkarzinomzelllinien konnte 
auch wtp53 ohne Stress-Induktion an Mitochondrien nachgewiesen werden 
(MAHYAR-ROEMER et al. 2004). Außerdem wurden in der mitochondrialen DNA-
Sequenz putative p53-Bindungsstellen gefunden, die auch in vivo durch p53 
transaktiviert wurden. Deshalb könnte es sein, dass p53 auch Gene, die durch das 
mitochondriale Genom codiert werden, kontrollieren und regulieren kann (HEYNE et 
al. 2004).
Wie p53 vom Kern zu den Mitochondrien translozieren kann, ist bis heute nicht ganz 
geklärt. Durch die Ubiquitinierung, die p53 im Kern durch MDM2 erfährt, wird ein 
nukleärer Export vermittelt (DUMONT et al. 2003). Im Zytoplasma ist u. a. Bad, ein 
proapoptotisches Mitglied der Bcl2-Familie, daran beteiligt, die Translokation von p53 
an die Mitochondrien zu induzieren (JIANG et al. 2006). Es konnte auch gezeigt 
werden, dass für die Translokation eine Monoubiquitinierung notwendig ist, die durch 
MDM2 vermittelt wird (LI et al. 2003; MARCHENKO et al. 2007). 
p53 hat nach seinem nukleären Export die Möglichkeit, drei unterschiedliche 
Mechanismen auszulösen. Alle drei haben jedoch das gleiche Ziel: die 
Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran, der damit verbundene 
Cytochrome-c-Freisetzung und die Aktivierung von Procaspase-3 (MARCHENKO et 
al. 2000), wodurch der Caspase-Signalweg aktiviert und Apoptose ausgelöst wird. 
Der gesamte Vorgang ist sehr schnell und dosisabhängig. Bereits nach 5 min sind 
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70% des Cytochrom c ausgetreten und nach 30 min ist der Prozess abgeschlossen 
(MIHARA et al. 2003; LEU et al. 2004). Posttranslationale Modifikationen sind an der 
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran nicht beteiligt (NEMAJEROVA et al. 
2005).
Der erste Mechanismus, den p53 in Gang setzen kann, ist, an Mitochondrien in die 
inhibitorischen Komplexe von BclXl bzw. Bcl2 einzugreifen (MIHARA et al. 2003). 
Diese antiapoptotischen Proteine sind in der äußeren Mitochondrienmembran 
verankert, welche sie stabilisieren und somit einen Cytochrome-c-Freisetzung 
verhindern. Durch diese Komplexbildung werden Bax und Bak freigesetzt, können 
oligomerisieren und so die äußeren Mitochondrienmembran permeabilisieren.  
Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass die DNA-Bindungsdomäne von p53 
die Interaktion von p53 und Bcl2 bzw. BclXl vermittelt (MOLL et al. 2006). Somit kann 
die DNA-Bindungsdomäne auch als „duale Funktionsdomäne“ bezeichnet werden, 
da sie einerseits die Transkription beeinflusst und andererseits direkte mitochondriale 






















Abb. 6: Transkriptionsunabhängiger Apoptoseweg von p53 an Mitochondrien
Die linke Abb. zeigt eine gesunde Zelle. Bax und Bak werden durch BclXl/2 gebunden und 
inaktiviert. Durch die höhere Affinität zu p53 kommt es zur Komplexbildung mit dem 
Tumorsuppresssor, wodurch BclXl/2 inhibiert wird. Bax bzw. Bak oligomerisieren (rechts) und 
können somit einen Cytochrom-c-Freistzung induzieren.
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Der zweite Mechanismus, den p53 an Mitochondrien ausführen kann, ist die 
Aktivierung von Bak. Dieses proapoptotische Protein der Bcl-2-Familie ist durch eine 
Komplexbildung mit Mcl-1 in der äußeren Mitochondrienmembran inhibiert. p53 
befreit Bak aus der Sequestrierung, indem es selbst einen Komplex mit Bak bildet. 
Dadurch wird Bak aktiviert und kann homooligomerisieren (LEU et al. 2004; WILLIS 
et al. 2005). Es bildet Poren in der äußeren Mitochondrienmembran, durch die 
Cytochrom c austritt und Apoptose ausgelöst wird. Mcl1 wird nach Apoptose-Signal 






















Abb. 7: Transkriptionsunabhängiger Apoptoseweg von p53 an Mitochondrien 
Die dritte Funktion, die p53 ausüben kann, kommt in Zellen vor, in denen eine 
Subfraktion von BclXl im Zytoplasma vorliegt. Das Protein bildet einen Komplex mit 
Bax und inhibiert es. Indem p53 an BclXl bindet, wird Bax frei. Im Gegensatz zu den 
beiden vorangegangenen Möglichkeiten bindet hier nicht die DNA-Bindungsdomäne  
Die linke Abbildung zeigt eine gesunde Zelle. Bak wird durch Mcl1 gebunden und inaktiviert. Nach 
Stressinduktion (rechts) bindet p53 (Dreieck) an Bak. Dieses kann dann homooligomerisieren und 
zu einem Cytochrom-c-Freisetzung führen. Mcl1 wird dann durch Arf-BP1 herunter reguliert.
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von p53 an BclXl, sondern die Prolin-reiche Domäne (CHIPUK et al. 2004, 2005).  
Hier lassen sich dann auch der transkriptionsabhängige und –unabhängige 
Apoptoseweg kombinieren (CHIPUK et al. 2005). Denn der entstandene p53/BclXl-
Komplex wird durch PUMA, welches durch p53 transaktiviert wird, aufgelöst, indem 
PUMA mit BclXl einen Komplex formt. Das dadurch befreite p53 kann dann direkt 






















Abb. 8: Transkriptionsunabhängiger Apoptoseweg von p53 an Mitochondrien 
(3)
Links die gesunde Zelle mit Bax/BclXl-Komplex im Zytoplasma. Nach Stressinduktion bindet p53 
(Dreieck) an BclXl und Bax wird frei. PUMA (gelb), durch p53 transaktiviert, bindet an BclXl, 
wodurch p53 frei wird und weitere Bax aktivieren kann. Das Bax-Protein transloziert an die 
Mitochondrien und löst dort durch seine Oligomerisierung einen Cytochrom-c-Release aus.
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Letztendlich lässt sich sagen, dass in sensitiven Zellen in vivo der 
transkriptionsunabhängige Apoptoseweg gleich nach dem Stressstimulus als erste 
Reaktion startet, gefolgt von einer zweiten langsamen Welle, welche 
transkriptionsabhängig ist.  
2.5 Mutierte Formen von p53
In mehr als 50% aller humanen Tumoren liegt das p53-Gen mutiert vor. Die 
Sequenzierung von 13.000 Genen in Brust- und Colorektaltumoren führte zu einer 
Entdeckung von 1672 Mutationen (SJOBLOM et al. 2006). Während andere 
Tumorsuppressoren meist durch Frameshift oder Nonsense-Mutationen inaktiviert 
werden, sind bei p53 ca. 80 % Missense-Mutationen, die wiederum zu 97 % in der 
DNA-Bindungsdomäne anzutreffen sind und die zu einer Synthese stabiler Proteine 
führen. Diese Proteine häufen sich in Tumorzellen an, da sie nicht über die 
Feedbackschleife mit MDM2 abgebaut werden (HAUPT et al. 1997; MIDGLEY u. 
LANE, 1997). Zudem wird mutiertes p53-Protein in Tumoren sehr viel höher 











Abb. 9: Hot-Spot Mutationen von p53 
Abbildung modifiziert nach ROEMER et al. 2006
Die Abb. zeigt Hot-Spots von p53. 97% aller Missense-Mutationen liegen in der DNA-
Bindungsdomäne (blau). Die senkrechten Balken geben die Häufigkeit des Vorkommens der 
Mutationen an. Besonders sechs Hot-Spots machen ca. 40% aller Missense-Mutationen aus.
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Die Mutationen lassen sich in zwei Hauptklassen unterteilen. Die Klasse-I-Mutanten, 
auch Kontaktmutanten genannt, besitzen aufgrund von Aminosäureveränderungen 
nicht mehr die Fähigkeit, an DNA zu binden, haben jedoch die ursprüngliche p53-
Konformation beibehalten. Klasse-II-Mutanten, sogenannte Konformationsmutanten, 
haben durch Punktmutationen die ursprüngliche p53-Konformation verloren, wodurch 
auch eine DNA-Bindung nicht mehr möglich ist (CHO et al. 1994; PRIVES et al. 
1994; ROEMER et al. 1999). Je mehr Veränderungen der wt-Konformation durch die 
Mutation erfolgt sind, desto weniger wtp53 Eigenschaften sind noch vorhanden 
(WEISZ et al. 2007). 
Durch die Erkenntnisse der letzten Jahre konnte mutiertem p53 unterschiedliche 
Rollen in der Kanzerogenese zugewiesen werden. Normalerweise ist wtp53 in der 
Lage, Tumorzellen in ihrem Wachstum zu inhibieren. Kommt es jedoch zu 
Mutationen des p53-Gens, treten verschiedene Mechanismen auf. Eine mögliche 
Variante ist der totale Verlust der p53-Funktion (Loss of function). Unter Gain of 
function versteht man einen Funktionsgewinn. In einigen Fällen führen Mutationen 
von p53 zu Funktionen, die die Ausbildung von Tumoren fördern, wie z.B. 
transkriptionelle Aktivierung von Genen, die in Zellproliferation, Zellüberleben und 
Angiogenese involviert sind. Dies hat zur Konsequenz, dass Zellen, die eine solche
p53-Mutante exprimieren, verstärktes tumorigenes Potential aufweisen mit erhöhter 
Resistenz gegenüber Chemotherapie und Bestrahlung, aber auch erhöhtes 
metastatisches Potential und gesteigerte Gewebsinvasivität. Zu einem dominant 
negativen Effekt bedarf es einer gleichzeitigen Expression von mtp53 und wtp53. So 
kann die mutierte Form die Wildtyp-Form inaktivieren und somit auch ihre 

















nicht wtp53 responsiver Promotor
?
Abb. 10 : Mechanismen von mutiertem p53
2.5.1 Gain-of-Function
Mutiertes p53 zeigt wtp53-unabhängige Funktionen, die die Kanzerogenese 
unterstützen. Bisher unterscheidet man zwei unterschiedliche Wege, über die mtp53 
diese Funktionsgewinne erreichen kann. Auf der einen Seite kann mtp53 seine 
Familienmitglieder p63 und p73 inhibieren. Dies geschieht durch direkte Protein-
Protein-Interaktionen zwischen Klasse II - mtp53 und p73 (DICOMO et al. 1999; 
STRANO et al. 2000). Dadurch kommt es zu einer Inaktivierung der 
Tumorsuppression der beiden Proteine und zu einer Förderung der Tumorgenese 
(MOLL et al. 2004; IRWIN et al. 2003; LANG et al. 2004; OLIVE et al. 2004). Auf der 
wtp53 (grün) bindet als Tetramer an die p53-responsiven Elemente, um die Transkription oder 
Repression seiner Zielgene zu beeinflussen. Durch Mutation oder Deletion (orange) kommt es zu 
einem Loss of function, also einem kompletten Funktionsverlust. Bei einem Gain of function 
entwickeln die Mutanten (gelb) neue Funktionen, unabhängig von wtp53. Ein dominant negativer 
Effekt bedeutet, dass wtp53 mit mtp53 Heterotetramere (blau/grün) bilden, die nicht mehr an die 
p53-responsiven Elemente binden können. Somit wird auch bei Vorliegen von wtp53 negativ 
inhibiert.
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anderen Seite reguliert mtp53 die Expression spezifischer Gene, wie MDR-1 (CHIN 
et al. 1992). Dieses Protein vermittelt den Krebszellen eine Chemoresistenz und 
wirkt somit tumorprogressiv. Weitere Proteine, die durch mtp53 transaktiviert werden, 
sind in verschiedene zelluläre Prozesse wie Metabolismus, Angiogenese, 
Arzneimittelresistenz oder genetische Instabilität involviert. Um die Expression dieser 
Proteine starten zu können, muss mtp53 einen intakten N-Terminus besitzen (LANYI 
et al. 1998; MATAS et al. 2001; PUGACHEVA et al. 2002) und in einigen Fällen auch 
einen intakten C-Terminus (LANYI et al. 1998; FRAZIER et al. 1998; DEB et al. 
2002). ZALCENSTEIN et al. (2003) konnte nachweisen, dass mtp53 nicht nur 
transaktivieren, sondern auch die Transkription einiger Gene unterdrücken kann, wie 
z. B. bei CD95.    
2.5.2 Dominant negativer Effekt
Dominant negative Hemmung bedeutet, dass wtp53 in seinen Funktionen durch 
mtp53 unterdrückt bzw. gehemmt wird. 
Der dominant negative Effekt kann im Allgemeinen auf zwei unterschiedlichen 
Wegen ausgeführt werden. Auf der einen Seite ist es möglich, dass es zwischen 
Wildtyp und Mutanten zu einer Konkurrenz um Faktoren kommt, die limitiert 
vorliegen. Die zweite Option ist eine Heterooligomerisierung von mutiertem Protein 
mit dem Wildtyp-Protein (HERSKOWITZ et al. 1987; ROEMER, 1999). Damit p53 
seine Rolle als Transkriptionsfaktor ausführen kann, muss zuvor eine 
Tetramerisierung stattgefunden haben. Da mtp53 mit Mutationen in der Core-
Domäne eine intakte Oligomerisierungsdomäne hat, ist es in der Lage, mit wtp53 zu 
oligomerisieren und Heterotetramere zu bilden, wobei wtp53 unter Umständen die 
Konformation von mtp53 annimmt (ROEMER, 1999). Dadurch kommt es zu 
unterschiedlichen Effekten. Im schlimmsten Fall wird wtp53 vollständig inaktiviert. Im 
Fall der 273H-Mutante, die fast noch die vollständige Wildtyp-Konformation besitzt, 
wird wtp53 nur sehr schwach inhibiert (CHENE, 1998). Weitere Folgen der 
Heterooligomerisierung sind ein Abfall der DNA-Bindungsfähigkeit und dadurch eine 
verminderte Transaktivierung der p53-responsiven Gene (KERN et al. 1992; UNGER 
et al. 1993; SIGAL u. ROTTER, 2007). Untersuchungen haben auch ergeben, dass 
mtp53 nur dominant negativ wirken kann, wenn es zuvor zur Stressinduktion wie γ-
Strahlung kam (IWAKUMA u. LOZANO, 2007).
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2.6 Die Bedeutung der Tumorforschung in der Tiermedizin
In den letzten Jahren hat die Tumorforschung nicht nur in der Humanmedizin an 
Bedeutung gewonnen. Gerade im Kleintiersektor wächst das Interesse nach 
intensiveren und verbesserten Diagnostik- und Therapiemöglichkeiten, denn neben 
Herzkreislauferkrankungen gehören Tumorerkrankungen mit zu den häufigsten 
Todesursachen bzw. Gründen für eine Euthanasie. Und doch werden nicht alle 
onkologischen Erkrankungen untersucht und behandelt werden. So umfassen 
epidemiologische Studien niemals eine ganze Population, wie es in der 
Humanmedizin der Fall ist. Hier können Populationen gut erfasst werden, sowohl in 
Bezug auf die Anzahl der Individuen als auch auf ihre Geschlechts- und 
Altersverteilung.
Während im Nutztierbereich die Tumorforschung nicht von Interesse ist, da der 
Nutzen-Kosten Faktor einen zu hohen Stellenwert einnimmt, wird in der 
Kleintiermedizin mittlerweile ein breites Spektrum an Therapieverfahren angeboten. 
Neben chirurgischer Extirpation und verschiedenen Chemotherapien werden auch 
kurative und palliative Bestrahlungstherapien zur Linderung der Schmerzen 
angeboten (KLEITER et al. 2002; KASER-HOTZ et al. 2002). Um diese Entwicklung 
aber weiter voranzutreiben, müssen mehr Informationen über die Progression und 
Verbreitung der Tumoren bekannt werden, um so eine Basis für das Verständnis von 
Ätiologie und Pathologie zu schaffen. Daher ist die Verbindung zwischen Human-
und Veterinärmedizin von großem Wert. 
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2.7 Zielsetzung der Arbeit
Kommt es zur Schädigung einer Zelle, kann der Tumorsuppressor p53 den 
programmierten Tod der Zelle (Apoptose) auslösen. Nach Zellschädigung existieren 
zwei, teilweise unabhängig voneinander wirkende, durch Wildtyp-p53 induzierte 
Apoptosewege: i)Transkriptionell induzierte Apoptose über die Stimulationen von 
pro-apoptotischen Genen und ii) transkriptionsunabhängige Apoptose durch Wirkung 
von p53-Protein an den Mitochondrien. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu 
verstehen, weshalb sich im Laufe der Evolution zwei voneinander unabhängige 
Wege herausgebildet haben. Unsere Arbeitshypothese lautete: Der als 
Homotetramer aktive Transkriptionsfaktor p53 kann durch Heterotetramerisierung mit 
mutiertem p53 in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor beeinträchtigt, ja sogar 
ausgeschaltet werden. Der zweite, mitochondriale Weg der p53-Funktion ist gegen 
derartige dominant-negative Hemmung resistent. 
Andere Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass die an den 
Mitochondrien durch p53 direkt ausgelöste Apoptose tatsächlich gegen dominant –
negative Einflüsse relativ resistent ist (HEYNE et al. 2008). Daher stellte sich die 
Frage, durch welche Mechanismen der transkriptionsunabhängige Apoptoseweg vor 
dominant-negativer Hemmung geschützt bzw. bewahrt wird. Da im 
transkriptionsabhängigen Weg wtp53 als Tetramer agiert und nur so mtp53 die 
Möglichkeit hat, es dominant-negativ zu hemmen, bestand die Aufgabe meiner 
Experimente nun darin, die Quartärstruktur des mitochondrialen p53-Proteins zu 
untersuchen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Chemikalien, Filter, Membranen
α-Amanitin Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)
Acrylamid Roth (Karlsruhe)
Agarose Seakem (Rockland, USA)

















Immobilon-Membran Millipore (Bedford, USA)
Magermilchpulver Töpfer (Allgäu)
Methanol VWR (Frankreich)
Microcon® Centrifugal Filter Devices YM-
10
Millipore









Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
Resveratrol Alexis
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Applichem (Darmstadt)
Trypsin PAA
























Tris HCl (pH 7,5) 20 mM
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PBS 20x (pH 7,2)Konjugatpuffer
EDTA 5-10 mM




H2O ad 100 ml
3.1.3 Enzyme
Viralex Trypsin/EDTA von PAA Laboratories GmbH
RnaseA (aus Rinderpankreas) von Roche
3.1.4 Größen- und Molekulargewichtsmarker
3.1.4.1 Proteingewichtsmarker
Zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen wurde ein vorgefärbter 
Marker (Page RulerTM Prestained Protein) der Firma Fermentas verwendet.
Prestained-Marker 180 / 130 / 100 / 73 / 54 / 50 / 35 / 24 / 16 / 10 [kD]




Anti p53 (DO-1), monoklonaler Maus IgG (100 g/ml) 1:2000
Anti ß-actin, monoklonaler Maus IgG 1:5000
Anti bax (2D2), monoklonaler Maus IgG 1:300
Anti bax (N-20), polyklonaler Kaninchen IgG 1:300
Der p53-Antikörper (DO-1) wurde von der Firma Calbiochem bezogen.
Der ß-Aktin-Antikörper wurde von der Firma Sigma bezogen.
Der monoklonale und polyklonale Bax-Antikörper wurde von der Firma Santa Cruz 
Biotechnology bezogen.
Alle Antikörper wurden in den angegebenen Verdünnungen eingesetzt.
3.1.4.4 Sekundärantikörper
Anti-Maus IgG (konjugiert mit Peroxidase; Sigma) 1:2000
Anti-Kaninchen IgG (konjugiert mit Peroxidase; Sigma) 1:2000
Alle Antikörper wurden in den angegebenen Verdünnungen eingesetzt.
3.1.5 Zelllinien
3.1.5.1 HCT116
Humane Kolonkarzinom-Zelllinie mit Wildtyp p53
(American Type Culture Collection ATCC CCL-247)
3.1.5.2 HCT116 p53-/-
Stammt von der oben genannten Zelllinie ab, das p53-Gen wurde durch gerichtete, 
homologe Rekombination ausgeknockt; die Zelllinie wurde uns vom Labor Dr. Bert 
Vogelstein, Baltimore, zur Verfügung gestellt.
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3.1.5.3 HCT116 p53-/- R175HPuro
Stammt von der oben genannten Zelllinie ab, die p53-Mutante R175H wurde unter 
Verwendung des retroviralen Vektors pBabePuro in die Zellen eingebracht; die 
Zelllinie wurde uns vom Labor Dr. Bert Vogelstein, Baltimore, zur Verfügung gestellt.
3.1.5.4 HCT116 p53-/- R273Hpuro
Stammt auch von der oben genannten Zelllinie ab. Die p53-Mutante R273H wurde 
unter Verwendung des retroviralen Vektors pBabePuro in die Zellen eingebracht; die 
Zelllinie wurde uns vom Labor Dr. Bert Vogelstein, Baltimore, zur Verfügung gestellt.
3.1.5.5 MCF-7
Humane Mammakarzinomzelllinie mit Wildtyp p53
(ATCC HTW-22TM)
3.1.6 Medien und Lösungen für die Zellkultur




DMEM („Dubelccos Modified Eagle Medium“) PAA Laboratories GmbH
 mit 4,5 mg/ml Glukose
 1 % Natriumpyruvat
 L-Glutamin
FCS („fetal calf serum“), fötales Kälberserum PAA Laboratories GmbH
 wird 10 %ig dem Medium zugesetzt
 Vor Zugabe 30 min bei 55 °C inaktiviert
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3.1.7 Lösungen zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten
Tris/HCl 100 mM
DTT 200 mM
SDS 4 % (w/v)
Bromphenolblau 0,2 % (w/v)
2x Ladepuffer für
SDS-Gele
Glycerin 20 % (w/v)












Methanol 20 % (v/v)
3.1.10 Computersoftware
Zur Erstellung dieser Arbeit wurden die Programme MS Word 2000, MS Powerpoint 
2000, MS Excel 2000 und Endnote7 verwendet.
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3.2 Methoden
3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen
3.2.1.1 Kultivierung von HCT116 Zellen
Die Stammhaltung erfolgte in 75 cm2-Kulturflaschen mit 13 ml McCoy’s 5A Medium. 
Die Temperatur betrug 37 °C bei einem CO2-Gehalt von 7 % in einem CO2-
Brutschrank (Hera-Cell von Heraeus Instruments, Düsseldorf). Die Zellkultur wurde 
alle drei bis vier Tage im Verhältnis 1:6 gesplittet.
3.2.1.2 Kultivierung von MCF-7 Zellen
Die Stammhaltung erfolgte in 75 cm2-Kulturflaschen mit 13 ml DMEM-Medium. Die 
Temperatur betrug 37 °C bei einem CO2-Gehalt von 7 % in einem CO2-Brutschrank 
(Hera-Cell von Heraeus Instruments, Düsseldorf). Die Zellkultur wurde alle drei bis 
vier Tage in Verhältnis 1:4 gesplittet.
Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden unter einer Sicherheitswerkbank 
unter sterilen Bedingungen durchgeführt.
3.2.1.3 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen
Die Langzeitlagerung eukaryotischer Zelllininen erfolgt in der Regel in flüssigem 
Stickstoff (196 °C). 
Um Monolayer-Zellkulturen einzufrieren, wurden die Zellen zunächst mit Hilfe von 
Trypsin/EDTA vom Boden des Zellkulturgefäßes abgelöst. Anschließend wurden die 
Zellen einmal in Medium gewaschen und pelletiert (1600 rpm, 6 min). Das Zellpellet 
wurde in kaltem Kulturmedium resuspendiert. In einem Kryotube wurde 1 ml der 
Zellsuspension mit 100 µl sterilem DMSO vermischt. Im Gegensatz zu 
Bakterienzellen müssen eukaryotische Zellen langsam eingefroren werden. Als 
Richtlinie gilt, dass die Temperatur um ca 1 °C pro Minute absinken sollte. Daher 
wurden die Zellen zunächst für eine Stunde bei -20 °C inkubiert, dann für 24 Stunden 
bei -70 °C und schließlich in flüssigem Stickstoff gelagert. In diesem Zustand können 
die Zellen für mehrere Jahre aufbewahrt werden.
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Das Auftauen eingefrorener, eukaryotischer Zelllinien muss schnell durchgeführt 
werden. Zunächst wird die Zellsuspension bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und mit 
10 ml vorgewärmtem Kulturmedium versetzt. Anschließend wird die Zellsuspension 
bei 1600 rpm für 6 min abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wird nochmals wiederholt 
um alle Reste des beim Einfrieren zugesetzten DMSO aus der Kultur zu entfernen. 
Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wird das Zellpellet in 1 ml Medium 
resuspendiert, in ein Zellkulturgefäß, in das zuvor eine entsprechende Menge 
Medium vorgelegt wurde, pipettiert und im Brutschrank kultiviert.
3.2.2 Apoptose-Assays
3.2.2.1 DNA-Färbung mit Propidiumjodid
Zur Färbung der DNA mit Propidiumjodid und anschließender FACS-Analyse wurden 
zunächst 2x105 Zellen pro Well einer 6-Well-Platte ausgesät. Diese wurden 24 h 
später mit 5-FU, α-Amanitin bzw. 5-FU + α-Amanitin behandelt. Nach weiteren 24 h 
wurde der Mediumüberstand verworfen und die Zellen mit 0,5 ml Trypsin abgelöst. 
Die Zellen wurden in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Hierzu wurde zum 
Waschen 1,5 ml 1x PBS dazugegeben und 2 min bei 12.000 rpm abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde dann vollständig abgenommen und das Zellpellet in 200 µl NaCl 
(0,9 %) resuspendiert. Der Ansatz wurde mit einer 23-gauge-Kanüle aufgezogen und 
in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß mit bereits vorgelegtem 1,8 ml Methanol gegeben. Die 
Proben wurden bis zur Färbung bei -20 °C gelagert (mindestens 1 h).
Zur Propidiumjodid-Färbung (PI-Färbung) wurden die methanolfixierten Zellen 2 min 
bei 12.000 rpm abzentrifugiert und der Überstand verworfen. PI ist ein DNA-
interkalierender Farbstoff, mit dessen Hilfe man den DNA-Gehalt der Zellen erkennen 
kann. Dann wurde mit 500 µl 1xPBS gewaschen und erneut 2 min bei 12.000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde nun sehr vorsichtig abgenommen und in 250 µl 
PBS und RNaseA (25 µg/ml) resuspendiert. Nun wurde für 30 min bei 4 °C inkubiert. 
Danach wurde PI (25 µg/ml) zu den Proben gegeben, die vorher in FACS-Röhrchen 
überführt worden sind. Anschließend wurde die Probe kurz aufgewirblet und für 60 




Die FACS-Analyse („Fluorescence-activated cell sorting“), oder auch 
Durchflusscytometrie genannt, ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen auf der 
Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Die Zellen werden 
während der Messung durch Überdruck so stark beschleunigt, dass sie beim 
Eintreten in die Messkammer vereinzelt am Messpunkt fokussiert werden. Diesen 
Vorgang nennt man hydrodynamische Fokussierung. Durch die gleichzeitige 
Messung des Vorwärts- und Seitwärtsstreulichtes kann die relative Größe und 
Granularität der Einzelzellen bestimmt werden. Dabei korrelieren sowohl Größe als 
auch Granularität direkt mit der Lichtintensität, die relative Lichtintensität ist daher die 
Messeinheit der FACS-Analyse.
Nach der PI-Färbung (siehe 4.2.1) wird der Fluoreszenzfarbstoff mit Hilfe eines 
Argon- Laser, der Licht mit einer Wellenlänge von 480 nm generiert, angeregt. Das 
emittierte Licht wird über ein optisches System gemessen. Anhand eines 
Verteilungsdiagramms kann die Zahl der Zellen in den unterschiedlichen 
Zellzyklusphasen sowie die der apoptotischen Zellen ermittelt werden. Da PI in die 
DNA interkaliert und sich in Abhängigkeit von der Zellzyklusphase auch der DNA-
Gehalt in der Zelle variiert, ist eine Differenzierung der einzelnen Zellzyklusphasen 
möglich. Darüber hinaus ist die Detektion apoptotischer Zellen möglich, da in diesen 
Zellen die DNA fragmentiert vorliegt. Zellen, die einen DNA-Gehalt von sub-2n 
aufweisen, werden zu den apoptotischen Zellen gezählt. Die Analyse wurde mit der 
BD FACS Canto Software durchgeführt.
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3.2.3 Proteintechniken
3.2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten und 
Konzentrationsbestimmung
3.2.3.1.1 Herstellung von nativen Gesamtzellextrakten 
Die in 10 cm-Platten gewachsenen, adhärenten Zellen wurden einmal mit kaltem 
PBS gewaschen, mit einem Zellschaber vom Schalenboden abgekratzt und in ein 
Eppendorfgefäß überführt. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 100 µl Lysispuffer 
für 30 min auf Eis. Anschließend wurde 30 min bei 4 ºC und 13.000 rpm zentrifugiert. 
Das nach Zentrifugation erhaltene Pellet wurde verworfen und die Proteine im 
Überstand nach Bestimmung der Proteinkonzentration zur Proteinvernetzung 
eingesetzt bzw aliquotiert und bei -70 °C aufbewahrt. 
3.2.3.1.2 Zellaufschluss unter reduzierenden Bedingungen
Diese Methode diente zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten unter 
denaturierenden Bedingungen.
Die auf 10 cm-Platten gewachsenen, adhärenten Zellen wurden zweimal mit PBS 
gewaschen und mit einem Zellschaber vom Schalenboden abgekratzt und in ein 
Eppendorfgefäß überführt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1 min, 13000 rpm) und
der Überstand verworfen. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von heißem (100 °C) 1x 
SDS-Gel-Ladepuffer (je nach Größe des Zellpellets zwischen 100 und 400 µl). Das 
mit dem Ladepuffer versetzte Zellpellet wurde resuspendiert, um die Zellen zu 
lysieren, und anschließend für 10 Minuten bei 100 °C inkubiert. Mit Hilfe des SDS-
Ladepuffers, der DTT enthält, werden die Disulfidbrücken reduziert und somit die 
Tertiärstruktur der Proteine zerstört. Durch die Denaturierung der Proteine ist das 
Laufverhalten der Proteine im Gel proportional zum Molekulargewicht.
Die enthaltene chromosomale DNA wurde durch wiederholte Passage durch eine 23-
gauge-Kanüle geschert. Das nach Zentrifugation (13000 rpm, 10 min) erhaltene 
Pellet wurde verworfen und die Proteine im Überstand nach Bestimmung der 
Proteinkonzentration zur Analyse in der SDS-PAGE eingesetzt.
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3.2.3.1.3 Proteinkonzentrationsbestimmung
Zur Konzentrationsbestimmung wurden 5 µl des Proteinextraktes in 500 µl 0,1 M 
NaOH verdünnt und die optische Dichte (OD280nm) im Photometer (Ultrospec 3100 
pro, Amersham) gemessen. Die Proteinmenge wurde dann nach folgender Formel 
berechnet:
3,2 / OD280nm = x µl, die 15 µg Protein enthalten
3.2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
In einer SDS-PAGE werden die Proteine in Gegenwart eines Überschusses an SDS 
(Natriumdodecylsulfat) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das negativ geladene 
Detergens SDS lagert sich durch Bindung an die hydrophoben Regionen in 
konstantem Gewichtsverhältnis an die Proteine an und stört fast alle nicht-
kovalenten Wechselwirkungen im nativen Protein. Dabei binden die SDS-Anionen an 
die Hauptkette der Proteine, ein SDS-Anion pro zwei Aminosäurereste. Dadurch 
überdeckt es die Eigenladung der Proteine, so dass deren Bewegung im elektrischen 
Feld eine lineare Funktion des Logarithmus ihres Molekulargewichts darstellt. 
Möglicherweise vorhandene Disulfidbrücken von Untereinheiten werden durch 
Erhitzen mit SDS und DTT gespalten.
Die Gelmatrix wird durch die Co-Polymerisation von Acrylamid und 
quervernetzendem N,N’-Methylenbisacrylamid gebildet. Die Polymerisierungs-
reaktion wird durch Ammoniumpersulfat (APS) gestartet und durch N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert. Um eine hohe Auflösung bei der 
Trennung zu erzielen, wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese durchgeführt. 
Dabei wird das zu analysierende Proteingemisch in einem Gel aufgetrennt, welches 
aus zwei Gelsystemen mit unterschiedlicher Porengröße und pH- Wert des Puffers 
besteht. Die Proteine wandern von einem grobporigen Sammelgel, in dem sie 
konzentriert werden, in ein feinporiges Trenngel, in dem die Auftrennung erfolgt. Die 
Auftrennungseigenschaften sowie die Porengröße des jeweiligen Gels hängen von 
der eingesetzten Acrylamid- und Bisacrylamidkonzentration ab.
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Zur Bestimmung des relativen Molekulargewichtes der aufgetrennten Proteine 
wurden Marker, welche Referenzproteine bekannter Größe enthalten, mit aufs Gel 
aufgetragen.
Herstellung von SDS- Polyacrylamidgelen:
Gelkomponenten Trenngel Sammelgel
8 % 10 % 12 % 13 % 5 %
1M Tris pH 6,8 - - - - 750 µl
1m Tris pH 8,8 4,5 ml 6 ml 6 ml 6 ml -
10% SDS 240 µl 320 µl 320 µl 320 µl 120 µl
AA-Stock (30 %) 3,2 ml 5,3 ml 7,4 ml 8 ml 1 ml
Bis-AA-Stock (2%) 1,28 ml 2,12 ml 2,96 ml 3,2 ml 400 µl
H2Odest. 2,72 ml 2,26 ml 1,7 ml - 3,67 ml
APS 50 µl 140 µl 140 µl 140 µl 50 µl
TEMED 10 µl 14 µl 14 µl 14 µl 10 µl
AA-Stock: Acrylamid-Stock
Bis-AA-Stock: Bis-Acrylamid-Stock
3.2.3.3 Western- Blot (Immunoblot)
Beim Western Blot werden zuvor in einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennte 
Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Membran übertragen. Das bei der 
Auftrennung entstandene Proteinmuster bleibt dabei immobilisiert auf der Membran 
erhalten. Die Proteine binden bei gleicher Ionenstärke über hydrophobe 
Wechselwirkungen an die Membran. Durch den Einsatz spezifischer Antikörper 
können die Proteine, da ihre Immunreaktivität weitgehend erhalten bleibt, sowohl 
qualitativ als auch quantitativ identifiziert werden.
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3.2.3.3.1 Proteintransfer
Die für den Western-Transfer eingesetzte Immobilon-Membran (Millipore) wurde vor 
dem Zusammenbau des Blots in Methanol äquilibriert und anschließend in Western-
Transferpuffer getränkt. Beim Aufbau des Blots in einer mit Western-Transferpuffer 
gefüllten Wanne wurden auf ein Kunststoffgitter (schwarz) ein Schwammtuch, zwei 
Whatman-Papiere, das Polyacrylamidgel (seitenverkehrt), die Immobilon-Membran, 
erneut zwei Whatman-Papiere und ein weiteres Schwammtuch aufgelegt. Nach oben 
wurde das so entstandene „Sandwich“ durch ein zweites Kunststoffgitter (grau) 
abgeschlossen und mit dem schwarzen Gitter in Richtung Kathode in eine mit 
Western-Transferpuffer gefüllte Kammer eingesetzt. Der Transfer wurde je nach 
Größe des zu transferierenden Proteins zwischen 1,5 und 3 h bei 330 bis 380 mA 
durchgeführt. Dabei wurden die zur Anode wandernden negativ geladenen Proteine 
vom Gel auf die Membran übertragen. Nach dem Transfer wurde die Membran 
luftgetrocknet und die Markerspur mit einem Skalpell abgetrennnt.
Die übrige Membran wurde zunächst in Methanol äquilibriert, bevor sie für 30 min in 
PBS-Puffer mit 5 % Magermilchpulver inkubiert wurde („Blocken“), um unspezifische 
Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. Nach dem Blocken der Membran 
erfolgte die immunologische Detektion von Proteinen mit Hilfe spezifischer 
Antikörper.
3.2.3.3.2 Immunologische Detektion von Proteinen
Die auf die Membran transferierten, immobilisierten Proteine wurden zusammen mit 
Antikörpern gegen das zu analysierende Protein inkubiert. Zunächst fand eine 
Inkubation der Membran über Nacht bei 4°C mit dem spezifischen Primärantikörper 
statt. Der an die entsprechenden Proteine gebundene Primärantikörper wurde über 
Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper (Inkubation 2 h bei 4 °C) detektiert und 
anschließend durch eine Peroxidase-katalysierte chemische Reaktion nachgewiesen 
(ECL-Färbung, Amersham und Exposition auf ECL-Hyperfilmen, GE Healthcare).
3.2.3.3.3 Die „Enhanced Chemoluminescence“-Methode
Eine bewährte nicht-radioaktive sensitive Nachweismethode, bei der die Detektion 
der Proteine auf einer enzymkatalysierten Lichtreaktion beruht, ist die „Enhanced 
Chemiluminescence“ Methode (ECL, Amersham).
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Durch den Peroxidase-konjugierten Sekundärantikörper kommt es zu einer 
Lichtemission (428 nm), wenn H2O2 reduziert und Luminol oxidiert wird. Die 
Detektion wurde gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Nach der 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde die Membran mit dem 
entsprechenden Volumen Detektionsreagenz inkubiert (1 min) und die Lichtemission 
durch Auflegen eines Films (Hyperfilm ECL, Amersham) detektiert. Der Film wurde 
anschließend entwickelt und fixiert. Nach der ECL-Detektion konnte die gleiche 
Membran für weitere immunologische Nachweisreaktionen verwendet werden. Vor 
der erneuten Immundetektion mussten jedoch die an die Membran gebundenen 
Primär- und Sekundärantikörper entfernt werden.
3.2.3.3.4 Entfernen gebundener Antikörper nach ECL-Färbung 
(Stripping)
In einigen Versuchen war es aus Vergleichsgründen wichtig, dieselbe Membran 
nacheinander mit verschiedenen Antikörpern anzufärben. Dazu wurde die Membran 
nach erfolgter ECL-Färbung 30 min in ca. 50 ml Stripping-Puffer bei 55 °C im 
Wasserbad geschüttelt („gestrippt“), um durch das enthaltene SDS und ß-
Mercaptoethanol die Protein-Antikörper-Bindungen zu lösen. Anschließend wurde die 
Membran dreimal 10 min in PBS gewaschen und konnte dann mit weiteren 
Antikörpern inkubiert werden.
3.2.4 Mitochondrien-Isolierung
Zur Isolierung der Mitochondrien wurde ein speziell dafür hergestelltes Kit verwendet 
(Mitochondria Isolation Kit for Mammalian Cells, Pierce), in dem die Zellen chemisch 
aufgeschlossen und die Mitochondrien dann durch differentielle Zentrifugation 
gewonnen werden.
Für diesen Assay wurden die Zellen auf je fünf 10 cm Schalen pro Ansatz (entspricht 
einer Zellmenge von ca. 1x107 Zellen) ausgesät.
Nach 24h wurden die Zellen mit je 1ml PBS gewaschen und mit einem Zellschaber 
vom Gefäßboden gelöst und in ein 15 ml Falkon überführt. 1/20 der Gesamtzellen 
wurde mit einer Pipette abgenommen und in ein Eppendorf überführt. Diese wurden 
dann für Gesamtzellextrakte als Kontrolle verwendet.   
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Die restlichen Zellen wurden in einer Zentrifuge bei höchster Stufe 5 min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde entfernt und 800 µl des Reagens A (mit Proteaseinhibitor 
1:100) mit den Zellen resuspendiert und in ein Eppendorf überführt, welches dann 5 
sec bei mittlerer Stufe gerüttelt und 2 min auf Eis gestellt wurde.
Anschließend wurden 10 µl des Reagens B zugegeben und bei höchster Stufe 5 sec 
aufgewirbelt. Die Proben wurden 5 min auf Eis inkubiert, wobei jede min für 5 sec 
aufgewirbelt wurde (höchste Stufe). Dann gab man 800 µl des Reagens C (mit 
Proteaseinhibitor 1:100) dazu und invertierte die Probe 6-8 Mal. Es folgten zwei 
Zentrifugationsschritte bei 700xg und 4 ºC für 10 min. Nach jedem Schritt wurde der 
Überstand in ein neues Eppendorf überführt. Die Probe wurde anschließend bei 
3000xg und 4 ºC für 15 min zentrifugiert. Der Überstand, das Zytoplasma der Zellen, 
wurde in ein separates Eppendorf überführt. Das Pellet, die mitochondriale Fraktion 
der Probe, wurde mit 500 µl Reagens C (mit Proteaseinhibitor 1:100) gewaschen 
und für 5 min bei 12.000xg und 4 ºC zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsschritt wurde 
auch bei dem Gesamtproteinextrakt durchgeführt. Die Fraktionen wurden dann in 
den Oligomerisierungsuntersuchungen weiter verwendet.
Um die Proteine im Zytoplasma aufzukonzentrieren, wurden 500 µl des Zytoplasmas 
abgenommen und in eine Microcon-Säule gegeben. Diese Probe wurde bei 14.000xg 
und RT 30 min zentrifugiert. Anschließend wurde der Filter umgedreht und auf ein 
neues Millipore-Eppendorf gesetzt. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 
1000xg und RT für 3 min.
3.2.5 Cross-link Techniken
„Cross-linker“ werden verwendet, um die Quartärstruktur von Proteinen analysieren 
zu können. Es handelt sich dabei um vernetzende Agentien, die besonders für leicht 
dissoziierbare, oligomere Proteine Verwendung finden. In diesen Versuchen wurden 
zwei verschiedene Cross-linker benutzt: BMH und Glutaraldehyd.
3.2.5.1 BMH
BMH (Bis-maleimidohexan) gehört zu den Maleimid-Crosslinkern und verknüpft 
Sulfhydryl-Gruppen (SH-) miteinander. Diese Crosslinker sind bifunktional und 
werden im Allgemeinen verwendet, um Proteinstrukturen oder Proteininteraktionen 
zu erforschen bzw. zu charakterisieren. Durch die Reaktion der Sulfhydryl-Gruppen 
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mit der Maleimid-Gruppe entstehen stabile Thioether-Bindungen, die weder durch 
reduzierende Agentien noch durch physiologische Pufferbedingungen gelöst werden 
können. Diese Reaktion ist sehr spezifisch bei einem pH von 6,5 bis 7,5.   
Um die p53-Proteine mit BMH reagieren zu lassen, wurde BMH in einer 
Konzentration von 20 mM in DMSO gelöst.
3.2.5.1.1 Crosslink im Gesamtproteinextrakt
Die gewonnenen Proteine wurden in einer Konzentration von 0.1 mM mit 
Konjugatpuffer versetzt. Anschließend wurde das gelöste BMH zugegeben, so dass 
die Endkonzentration an BMH 0,2 mM betrug. Nach einer Inkubationszeit von 1 h auf 
einem Schüttler bei 37 ºC wurde die Probe mit der gleichen Menge an heißem 2x 
SDS-Gel-Ladepuffer lysiert. Das Lysat wurde anschließend 10 min in einem 
Heizblock gekocht und die enthaltene mitochondriale DNA durch wiederholte 
Passage durch eine 23-gauge-Kanüle geschert.
3.2.5.1.2 Crosslink an Mitochondrien
Das zuvor gewonnene Mitochondrien-Pellet wurde in Konjugatpuffer gelöst und in 
einer Konzentration von 1 mM mit BMH versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 
einer Stunde auf einem Schüttler bei 37 ºC wurde die Probe durch Zugabe der 
gleichen Menge an heißem 2x SDS-Gel-Ladepuffer lysiert. Das Lysat wurde 
anschließend 10 min in einem Heizblock gekocht und die enthaltene mitochondriale 
DNA durch wiederholte Passage durch eine 23-gauge-Kanüle geschert.
3.2.5.2 Glutaraldehyd
Glutaraldehyd ist der Trivialname für Pentan-1,5-dial und ist ein flüssiges, 
bifunktionales, stechend riechendes Reagenz, das zur Quervernetzung von 
Enzymen und Proteinen Verwendung findet. Es besitzt zwei reaktive 
Aldehydgruppen, die mit jeweils einer terminalen Aminogruppe des zu 
untersuchenden Proteins kovalente Bindungen eingehen können.
3.2.5.2.1 Crosslink im Gesamtproteinextrakt (modifiziert nach J. Atz)
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15 µg der gewonnenen Proteine wurden mit dem entsprechenden Lysatpuffer auf 25 
µl aufgefüllt. Die Probe wurde dann mit 5 µl 0,03 % Glutaraldehyd versetzt und für 15 
min auf einem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Lyse der Probe wurde die 
gleiche Menge an 2x SDS-Gel-Ladepuffer zugesetzt und anschließend 10 min bei 
100 ºC gekocht. Die enthaltene mitochondriale DNA wurde durch wiederholte 
Passage durch eine 23-gauge-Kanüle geschert.
3.2.5.2.1 Crosslink an Mitochondrien
Das während der Mitochondrien-Isolierung gewonnene Pellet wurde in PBS gelöst.
Anschließend wurde die entsprechende Menge an 0,03 % Glutaraldehyd zugegeben, 
so dass eine Endkonzentration von 0,0025 % gegeben war. Die Probe wurde für 15 
min auf einem Schüttler inkubiert und anschließend mit der gleichen Menge an 2x 
SDS-Gel-Ladepuffer versetzt und 10 min bei 100ºC gekocht. Die enthaltene 
mitochondriale DNA wurde durch wiederholte Passage durch eine 23-gauge Kanüle 
geschert.
3.2.6 Statistische Verfahren
Die Standardabweichungen der Apoptose-Assays wurden jeweils aus drei 
Experimenten errechnet. Die Berechnung der Standardabweichung fand nach Excel 
statt. Die Berechnung des p-Wertes fand mittels T-Test statt.
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4 Ergebnisse
P53 ist ein Tumorsuppressor, der transkriptionsabhängige und –unabhängige 
Funktionen ausführen kann. Im transkriptionsabhängigen Apoptoseweg induziert er 
die Transkription und Repression seiner Zielgene. Diese sind nicht nur in der Lage 
Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose auszulösen (VOGELSTEIN et al. 2000), 
sondern greifen auch in die Angiogenese, die Regulation der Glykolyse oder 
Zelldifferenzierung ein (HARMS et al. 2004; WEI et al. 2006). Erst zur 
Jahrtausendwende stellte man fest, dass p53 nicht nur nukleär, sondern auch an den 
Mitochondrien zu finden ist (MARCHENKO et al. 2000; SANSOME et al. 2000; MOLL 
u. ZAIKA, 2001; MIHARA et al. 2003). Im transkriptionsunabhängigen Apoptoseweg 
geht das an den Mitochondrien lokalisierte p53 Protein-Protein-Interaktionen mit 
Mitgliedern der Bcl-2-Familie ein. Dadurch werden proapoptotische Proteine aktiviert, 
antiapoptotische Proteine inhibiert und schließlich Apoptose über eine Cytochrom-c-
Freisetzung induziert. 
Kommt es zu Mutationen von p53, kann Wildtyp-p53 als Transkriptionsfaktor 
dominant-negativ inhibiert werden, da es mit mtp53 Heterotetramere bildet 
(HERSKOWITZ et al., 1987; ROEMER, 1999), die nicht mehr fähig sind, an p53-
responsive Elemente zu binden und so die Transkription der Zielgene zu starten.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der transkriptionsunabhängige 
Apoptoseweg gegen solch dominant-negative Hemmung resistent ist. Daher stellte 
sich die Frage, welcher Mechanismus für diese Resistenz verantwortlich ist.  
Unter den zahlreichen, denkbaren Möglichkeiten erschienen uns zwei als 
wahrscheinlich: a) Der Mechanismus, der p53 nach Stress an die Mitochondrien 
transloziert, ist spezifisch für Wildtyp-Homotetramer; b) mitochondriales p53 liegt als 
Monomer vor. Die Aufgabe der Autorin bestand darin, die Quartärstruktur von p53 an 
den Mitochondrien zu untersuchen.
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4.1 Das experimentelle System
Für die experimentellen Untersuchungen der p53-Quartärstruktur wurden HCT116 
und MCF-7 Zellen verwendet. Da beide Zelllinien einen intakten p53-Apoptoseweg
aufweisen, entschieden wir uns, diese Zellen für die folgenden Untersuchungen zu 
verwenden.
Bei den HCT116 Zellen handelt es sich um humane Kolonadenokarzinomzellen, die 
aufgrund ihres intakten p53- Apoptoseweges auf unterschiedlichen Stresseinfluss 
wie DNA-Schäden reagieren (MAHYAR-ROEMER et al. 2004). Außerdem gibt es 
von dieser Zelllinie einige abgeleitete Zelllinien, in denen bestimmte Gene durch 
gerichtete homologe Rekombination ausgeschaltet wurden (WALDMAN et al. 1995; 
BUNZ et al. 1998). So konnten durch den Knockout von Wildtyp-p53 in den 
HCT116R175HPuro und den HCT116R273HPuro die Eigenschaften von mutiertem 
p53 an Mitochondrien untersucht werden. Die 273H Mutante ist die häufigste 
Mutante in menschlichen Tumoren und eine Klasse I Mutante (Kontaktmutante). Dies 
bedeutet, dass sie trotz korrekter Wildtyp-Konformation des Proteins nicht in der 
Lage ist, an DNA zu binden und die Transkription zu aktivieren. An Position 273 
wurde Arginin durch Histidin ersetzt. Die 175H Mutante ist die dritthäufigste Mutante 
in menschlichen Tumoren und ist eine Klasse II Mutante (Konformationsmutante), die 
eine veränderte Tertiärstruktur aufweist. ATZ et al. (1999) konnten zeigen, dass 
diese p53-Mutante in der Lage ist, Oligomere zu bilden. An Position 175 ist Arginin 
durch Histidin ersetzt, auch sie kann keine Transkription aktivieren. Beide Mutanten 
sind neben ihrer Transaktivierungsdefizienz nicht in der Lage, an den Mitochondrien 
Apoptose auszulösen, da sie keine Interaktion mit den dort vorhandenen, 
antiapoptotischen Proteinen Bcl2 und BclXl eingehen können (TOMITA et al. 2007).
MCF-7 Zellen stammen aus einem humanen Mammaadenokarzinom, auch sie 
besitzen einen intakten p53-Apoptoseweg. Sie wurden verwendet, um die 
Ergebnisse der Untersuchungen an einer weiteren Zelllinie zu verifizieren.
4.2 p53-abhängiger Zelltod nach 5-FU Behandlung
Als Antwort auf zellulären Stress induziert der Tumorsuppressor p53 Zellzyklusarrest 
oder Apoptose. Ein Zytostatikum, das besonders in der Behandlung von 
Kolonkarzinomen Verwendung findet und zellulären Stress induziert, ist 5-Fluoruracil 
(5-FU). Es wird während der Zellteilung aufgrund seiner Strukturähnlichkeit mit den 
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Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin in die DNA eingebaut und führt so zu 
erheblichen Defekten der DNA. BUNZ et al. (1999) zeigten, dass p53 einen 
erheblichen Einfluss auf die zelluläre Antwort beim Einsatz dieses Therapeutikums 
nimmt. Die Autoren untersuchten mit Hilfe von HCT116 und HCT116 p53-/- Zellen die 
Empfindlichkeit des p53-Apoptoseweg gegenüber 5-FU. Während wtp53-Zellen sehr 
sensibel auf die 5-FU Behandlung reagierten und Apoptose induziert wurde, zeigten 
die p53-/- Zellen kein apoptotisches Verhalten. In weiteren Versuchen mit Zellen, in 
denen nur ein p53-Allel ausgeschaltet wurde, konnte ein intermediäres Verhalten 
gezeigt werden.
Zur Untersuchung des 5-FU-Effektes auf HCT116 Zellen wurden im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit diese zunächst auf vier 6 cm-Schalen ausgesät und für 24 h im 
Brutschrank wachsen gelassen. Drei der Schalen wurden dann mit 5-FU (375µM) 
behandelt. Nach 0, 6, 12 und 24 h wurden die Gesamtproteinextrakte entsprechend 
3.2.3.1.2 gewonnen und im Western Blot getestet. Die Proteine wurden dazu 
elektrophoretisch voneinander getrennt und anschließend mit dem anti-p53 DO-1 




0 6 12 24
HCT116
Zeit
Abb. 12: p53 Induktion im Gesamtprotein von HCT116 in Abhängigkeit von 
5-FU   
Nach einer p53 Induktion durch 5-FU wurden jeweils 30 µg Proteinextrakt der HCT116 Zellen auf 
ein 13 %iges Gel aufgetragen. Der Nachweis der Expression von p53 erfolgte mittels DO-1 
Antikörper (1:2000), β-Aktin diente als Ladungskontrolle und wurde mit dem β-Aktin-Antikörper in 
einer Verdünnung 1:5000 detektiert.
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Abb. 12 zeigt die Mengen an p53-Protein nach 5-FU Behandlung unterschiedlicher 
Dauer. Bereits nach 6 h 5-FU Behandlung war eine deutliche Zunahme von p53 
nachzuweisen, die auch noch nach 12 und 24 h zu beobachten war. Als 
Ladungskontrolle diente β-Aktin, dessen Proteinmenge während der Versuchsreihe 
annähernd unverändert blieb.
Mit diesen Ergebnissen konnte verifiziert werden, dass 5-FU bereits nach 6 h eine 
Stabilisierung und Aktivierung von p53 induziert. 
Um zu zeigen, dass 5-FU in den HCT116 Zellen, die in den folgenden Versuchen 
verwendet wurden, auch in der Lage ist, Apoptose zu induzieren, wurden Apoptose-
Assays durchgeführt. Dazu wurden 2x105 Zellen pro Loch auf 6-Loch-Platten 
ausgesät (3 Ansätze/Versuch); nach 24 h im Brutschrank wurde die Hälfte der Zellen 
mit 5-FU (375 µM) behandelt. Nach 24, 48 und 72 h wurden die Proben gemäß 3.2.2 
für die FACS-Durchflusszytometrie (mit BD FACS Diva Software) vorbereitet. Durch 
Färbung der fixierten Zellen mit Propidium-Iodid wurde der DNA-Gehalt der Zellen 
bestimmt. Zellen mit einem DNA-Gehalt von weniger als den normalen 2n, wurden 
als apoptotische Zellen gewertet, da in ihnen die charakteristische DNA-
Degradierung eingesetzt hatte. Die Ergebnisse mit dem prozentualen Anteil an 
























Abb. 13: Apoptose-Assay in HCT116 nach 24, 48 und 72 h 5-FU Behandlung
Abbildung 13 ist zu entnehmen, dass die basale Apoptoserate der unbehandelten 
Zellen (C) nach 24, 48 und 72 h im Durchschnitt bei etwa 20 % lag. Durch die 
Behandlung mit 5-FU kam es nach 24 h zu einem Anstieg der apoptotischen Zellen 
auf 35 %, nach 48 h auf 60 % und nach 72 h auf 82 %. Vergleicht man die 
unbehandelten Proben mit den jeweils behandelten Proben stellt sich nach 48h ein 
signifikanter Unterschied ein (p 0,013). Das heißt die Apoptoserate nach Behandlung 
mit 5-FU ist nach 48 bzw. 72 h signifikant höher als bei den Kontrollen. 
Diese Ergebnisse bestätigen, dass 5-FU in HCT116 Zellen Apoptose auslöst (BUNZ 
et al. 1999). 
Anteil der apoptotischen Zellen in Prozent 24, 48 und 72 h nach 5-FU Behandlung. Als Kontrolle 
dienten jeweils unbehandelte Proben (C). Die Apoptose wurde mittel FACS-Analyse gemessen, 
indem die Zellen mit einem DNA-Gehalt von sub-2n als apoptotisch gezählt wurden. Die 
senkrechten Striche stellen die Standardabweichung dar, die sich aus 3 Experimenten ermitteln 
ließ; * gibt an, dass der p-Wert < 0,05 gegenüber der unbehandelten Probe.
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4.3 p53 an Mitochondrien
MARCHENKO et al. (2000) konnten nachweisen, dass wtp53 nach Stressinduktion 
auch extranukleär an den Mitochondrien zu finden ist. Rund 2 % des gesamten p53 
sind dann an den Mitochondrien lokalisiert. Durch Protein-Protein-Interaktionen mit 
pro- und antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie ist p53 in der Lage, dort 
transkriptionsunabhängig Apoptose auszulösen.
α-Amanitin, das Gift des Grünen Knollenblätterpilzes, ist ein zyklisches Oligopeptid, 
das zu den Amatoxinen gehört und direkt an die große Untereinheit der RNA-
Polymerase II bindet, um diese für den proteosomalen Abbau zu markieren 
(BUSHNELL et al. 2002). Mit Hilfe von α-Amanitin wurde Pol II der Ubiquitinierung 
und Degradation zugeführt (NGUYEN et al. 1996), wodurch auch die 
Proteinneusynthese gehemmt wird. Es ist bekannt, dass es bei Fehlen der RNA-
Polymerase II (Pol II) zu einer Apoptoseinduktion kommen kann (FRIEDBERG et al. 
1995). Die RNA-Polymerase II ist verantwortlich für die Transkription fast aller 
Protein-codierdender Gene. Kommt es also zu einer Blockade der Pol II, können 
keine proapoptotischen Gene transaktiviert werden und deren Proteine nicht zur 
Apoptoseinduktion beitragen. ARIMA et al. (2005) gelang es, durch eine Hemmung
der Pol II in HCT116 und HCT116 p53-/- zu zeigen, dass mitochondriales p53 für die 
Apoptoseinduktion unter Transkriptionsblockade verantwortlich ist. Es konnte mittels 
FACS-Analyse gezeigt werden, dass die Apoptoserate in HCT116 Zellen trotz 
Transkriptionsblockade ansteigt, während sie in HCT116 p53-/- Zellen unverändert 
bleibt. Dieser p53-abhängige, transkriptionsunabhängige Apoptoseweg konnte in 
unserer Arbeitsgruppe bestätigt werden (siehe auch Abb. 15)
Um p53 unter diesen Bedingungen an den Mitochondrien nachweisen zu können, 
wurden je fünf 10 cm Schalen pro Ansatz mit HCT116 Zellen besät und nach 24 h im 
Brutschrank mit 5-FU, α-Amanitin oder beiden Substanzen gleichzeitig behandelt. 
Nach einer 24-stündigen Behandlung wurden die Zellen geerntet und wie in 3.2.4 
beschrieben, zur Mitochondrienisolierung verwendet. Anschließend wurden die 
Mitochondrienpellets zur Herstellung von Proteinextrakten, wie unter 3.2.3.1.2 
erläutert, verwandt. Die Proteine wurden dann auf ein 13 %iges Gel aufgetragen und 
elektrophoretisch mittels SDS-PAGE voneinander getrennt. Zur Detektion der 
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Proteine diente der gegen p53 gerichtete DO-1 Antikörper in einer Verdünnung von 
1:2000.
Mito
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Abb. 14: p53 an Mitochondrien nach Stressinduktion
Die Untersuchung der mitochondrialen p53-Fraktion ergab, dass in ungestressten 
Zellen an den Mitochondrien kein p53 nachzuweisen ist (C). Wie in Abbildung 14 zu 
sehen, ist p53 nach Stressinduktion an den Mitochondrien nachweisbar. Werden die 
Zellen mit α-Amanitin, 5-FU oder beiden Substanzen zusammen behandelt, kommt 
es zur Translokation von p53 an die Mitochondrien. 
In einer begleitenden Apoptose-Studie sollte nun untersucht werden, wie das 
Apoptoseverhalten der Zellen nach einer Behandlung mit α-Amanitin, 5-FU und 
beiden Substanzen zusammen aussieht. Hierfür wurden 2x105 HCT116 Zellen pro 
Loch auf eine 6-Loch-Platte ausgesät (3 Ansätze/Versuch) und nach 24 h im 
Brutschrank wurde ein Teil mit α-Amanitin (11 µM), ein Teil mit 5-FU (375 µM) und 
ein Teil mit beiden Substanzen zusammen behandelt. Ein vierter Teil blieb 
unbehandelt. Nach weiteren 72 h wurden die Proben wie in 3.2.2 beschrieben für die 
FACS-Analyse vorbereitet.
Die Ergebnisse, mit dem prozentualen Anteil an apoptotischen Zellen, sind in 
Abbildung 15 gezeigt.
Dargestellt sind mitochondriale Proteinextrakte aus HCT116 Zellen, welche unterschiedlichen 
Behandlungen unterzogen wurden: unbehandelt (C), α-Amanitin (A), 5-FU (F) oder mit beiden 
Substanzen (A+F) behandelt. Während die unbehandelte Probe kein p53 an den Mitochondrien 
aufweist, kommt es nach p53-Induktion zu einem deutlichen Anstieg von p53 an den 
Mitochondrien.
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Abb. 15: Apoptose-Assay in HCT116 Zellen 24, 48 und 72 h nach Behandlung
Es zeigte sich, dass die basale Apoptoserate in den unbehandelten Zellen bei 10 % 
lag. Durch die Behandlung mit α-Amanitin stieg der Anteil der apoptotischen Zellen 
auf 35 % und war signifikant im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle (p 0,03). 
Da bekannt ist, dass α-Amanitin eine Transkriptionsblockade auslöst, musste die 
Apoptose durch mitochondriales p53 ausgelöst worden sein. Durch die Behandlung 
mit 5-FU kam es zu einem Anstieg der apoptotischen Zellen auf 47%. Hier konnte 
p53 via transkriptionsabhängigem und –unabhängigem Weg Apoptose auslösen. 
Auch dieses Ergebnis stellte einen signifikanten Wert gegenüber der Kontrolle dar (p 
0,04). Wurden die Zellen mit beiden Substanzen gleichzeitig inkubiert, kam es zu 
einem weiteren Anstieg der apoptotischen Zellen auf 57 %. Da die Transkription 
durch ù-Amanitin inhibiert war, war sicher gestellt, dass auch unter A+F nur 
mitochondriales p53 Apoptose induzieren konnte. Im Vergleich mit der 
unbehandelten Probe konnte hier eine Signifikanz festgestellt werden (p 0,01). 
Vergleicht man jedoch A+F mit A ist kein signifikanter Unterschied festzustellen (p 
Prozentanteil der apoptotischen Zellen mittels FACS-Analyse nach 72 h ohne Behandlung (C), mit 
α-Amanitin (A), 5-FU (F) bzw. beide Substanzen zusammen (A+F). Zellen mit einem DNA-Gehalt 
von sub-2n, wurden als apoptotische Zellen gewertet. Zu erkennen ist ein deutlicher Anstieg der 
apoptotischen Zellen nach Behandlung mit A+F zusammen. Die senkrechten Striche stellen die 
Standardabweichung dar, die sich aus drei Experimenten ergab; * gibt an, dass der p-Wert < 0,05 
gegenüber der Kontrolle C.
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0,09). Das heißt, die Apoptoserate von A+F ist nicht unterschiedlich höher als bei A 
oder F alleine.
Im Weiteren verwendeten wir dieses System – mitochondriale Apoptoseinduktion 
durch mitochondrienständiges p53 – um Untersuchungen zur Quartärstruktur von 
p53 durchzuführen.
4.4 Die Hypothese
FRIEDMANN et al. (1993) und PIETENPOL et al. (1994) fanden heraus, dass der 
Tumorsuppressor p53 nur dann an DNA effektiv binden kann, wenn er als 
Homotetramer vorliegt. Dieses Tetramer setzt sich aus zwei Dimeren zusammen 
(CLORE et al. 1995; JEFFREY et al. 1995). Bei einer Mutation von p53, kommt es 
entweder zu einem Funktionsverlust von p53 oder es bilden sich Tetramere, die 
einen Funktionszugewinn aufweisen. Außerdem können mtp53 und wtp53 
zusammen Hetero-Oligomere bilden, in denen die Funktionen des wt-Proteins 
dominant-negativ inhibiert sind.
An Mitochondrien bindet p53-Protein an Mitglieder der Bcl-2-Familie, um Apoptose 
zu induzieren (MIHARA et al. 2003; MOLL et al. 2006). Unsere Arbeitsgruppe konnte 
darüber hinaus zeigen, dass mitochondriales p53 gegen die dominant-negative 
Wirkung von mutiertem p53 resistent ist (HEYNE et al., 2008).
Aufgrund dieser Erkenntnisse formulieren wir deshalb die folgende Arbeitshypothese: 
Der als Homotetramer aktive Transkriptionsfaktor p53 kann durch 
Heterotetramerisierung mit mutiertem p53 in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor 
beeinträchtigt, ja sogar ausgeschaltet werden. Der mitochondriale Weg ist resistent 
gegen mutiertes p53, da mitochondriales p53 als Monomer vorliegt. 
Diese Hypothese galt es zu testen.
4.4.1 Etablierung der Methoden zur p53-Quartärstruktur-Analyse
ATZ et al. (1999) konnten mittels Glutaraldehyd-Vernetzung zeigen, dass wtp53 und 
einige p53-Mutanten in der Lage waren, Oligomere zu bilden. Ausgangspunkt 
unserer Untersuchungen war der Nachweis von p53-Oligomeren im 
Gesamtzellextrakt. Dafür wurden in einer 10 cm Schale HCT116-Zellen ausgesät und 
24 h im Brutschrank wachsen gelassen. Die Zellen wurden dann für weitere 24 h mit 
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5-FU (1:100) behandelt, um p53 zu aktivieren. Wie in 3.2.5.1.1 beschrieben wurden 
die Zellen lysiert und mit Bis-maleimidohexan (BMH) vernetzt. Um die optimale BMH-
Konzentration zu bestimmen, wurde eine Verdünnungsreihe angefertigt. Die 
vernetzten Proteine wurden dann mittels SDS-PAGE auf einem 8 %igen Gel 
elektrophoretisch getrennt und im anschließenden Western Blot mittels DO-1 




















Abb. 16: Nachweis von p53 Oligomeren im Gesamtzellextrakt von HCT116 nach
Behandlung mit BMH
BMH wurde in den Konzentrationen 0,05; 0,1 und 0,2 mM eingesetzt. Als Kontrolle 
diente eine unbehandelte Probe. Die untere Bandenreihe stellt die p53-Monomere 
(53 kD) dar. Sie ist in allen vier Proben zu erkennen. In den mit BMH behandelten 
HCT116 Zellen wurden mit 5-FU inkubiert und mit BMH vernetzt und die Gesamtzellextrakte 
gewonnen. Die Proteine wurden in einem 8 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels 
Western Blot detektiert. In der Abb. sind deutlich Monomere (mono) und Oligomere (oligo) zu 
erkennen.
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Proben sind Oligomere sichtbar (ab 130 KD). Sie sind über den Blot verteilt, da p53 
nicht nur mit sich selbst (starke Banden), sondern auch mit anderen Proteinen 
vernetzt wurde. 
Mit diesem Ergebnis konnte belegt werden, dass in HCT116 Zellen p53-Oligomere 
vorhanden sind und dass die Proteine mit Hilfe von BMH vernetzt werden können. 
Eine BMH-Konzentration von 0,05 bis 0,1 mM war am besten geeignet für den p53-
Vernetzung.
Im nächsten Schritt versuchten, wir die Oligomerisierungsfähigkeit von mutiertem p53 
im Gesamtzellextrakt zu untersuchen. Als Zellen dienten uns HCT116p53-/-R175H 
und HCT116p53-/-R273H, in denen wtp53 durch gerichtete, homologe Rekombination 
ausgeknockt und die jeweilige p53-Mutante durch Verwendung des retroviralen 
Vektors pBabePuro eingebracht wurde. Die Zellen wurden jeweils in einer 10 cm 
Schale ausgesät und nach 24 h im Brutschrank geerntet. Im Gegensatz zu den 
Wildtyp-Zellen müssen die Mutanten keine Stressinduktion erfahren, da mtp53 auch 
ohne Stresseinwirkung an den Mitochondrien vorliegt (Mihara et al., 2003). Wie in 
3.2.5.1.1 beschrieben wurden die Zellen lysiert und mit BMH vernetzt. Um die 
optimale BMH-Konzentration zu erlangen, wurde auch hier eine Verdünnungsreihe 
angefertigt. Die Proteine wurden dann mittels SDS-PAGE auf einem 8 %igen Gel 
elektrophoretisch getrennt und im anschließenden Western Blot mittels DO-1 














Abb. 17: Nachweis von mtp53 Oligomeren im Gesamtzellextrakt von HCT116 
nach Behandlung mit BMH
Das Ergebnis zeigte, dass in den beiden Zelllinien mutiertes p53 fähig war, 
Oligomere zu bilden. Eine BMH-Konzentration von 0,1 mM war am besten geeignet, 
um p53-Proteine zu vernetzen.
Um nachweisen zu können, ob p53 an den Mitochondrien Oligomere bildet, wurden 
HCT116 Zellen auf fünf 10 cm Platten ausgesät und nach 24 h im Brutschrank mit 5-
FU behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen gewaschen und geerntet und 
entsprechend 3.2.4 die Mitochondrien isoliert. Da nur ca. 2 % des Gesamt-p53 an die 
Mitochondrien transloziert, stellte sich schnell heraus, dass eine entsprechend 
größere Zellmenge verwendet werden musste, um genügend mitochondriales p53 für 
Dargestellt sind HCT116 Zellen, die entweder die p53-Mutante 175H (links) oder 273H (rechts) 
exprimieren. Zur Kontrolle diente eine unbehandelte Probe. BMH wurde in den Verdünnungen 
0,05; 0,1 und 0,2 mM verwendet. Die p53-Proteine wurden im Western Blot mittels DO-1 
Antikörper detektiert. Es sind Monomere (mono) und Oligomere (oligo) zu erkennen.
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eine Detektion zu isolieren. Der Ansatz wurde daher vervierfacht und somit wurden 
zwanzig 10 cm Platten mit HCT116 Zellen verwendet.
Die gewonnenen Mitochondrien wurden in den ersten Versuchen mit RIPA-Puffer 
lysiert, um die zu untersuchenden Proteine aus der mitochondrialen Außenmembran 
lösen zu können. Die Konzentrationen an SDS und NP-40 wurden in mehreren 
Versuchen variiert, aber die Ergebnisse zeigten zunächst nicht den erhofften Erfolg. 
Dies legte die Vermutung nahe, dass das Natriumdodecylsulfat (SDS), ein 
Detergenz, das Proteine denaturiert, zu aggressiv die nichtkovalenten Bindungen 
zerstörte und dabei nicht nur die Proteine aus der Membran löste, sondern auch 
deren Quartärstruktur zerstörte. Deshalb wurde in den nächsten Schritten zuerst der 
etwas schwächere Lysispuffer eingesetzt, der nur NP-40, ein weiteres, jedoch 
weniger aggressives Detergens, in geringer Konzentration (0,5 %) enthielt. 
Schließlich wurde der Chaps-Puffer verwendet, der besonders bei der Solubilisierung 
von Membranproteinen eingesetzt wird. Ein Nachteil des Chaps-Puffers ist, dass er 
auch Protein-Protein-Interaktionen aufzubrechen vermag und somit nicht 
sichergestellt werden konnte, dass eventuell bestehende Oligomere erhalten bleiben.
Am Ende gingen wir dazu über, die nativen Mitochondrien mit BMH zu vernetzen. 
Diesem Vorgehen lag die Idee zugrunde, dass die vorhandenen Protein-Protein-
Interaktionen stabil miteinander vernetzt und die Mitochondrien anschließend mit 
kochendem SDS-Gel-Ladepuffer lysiert werden. Dadurch werden die vernetzten 
Proteine freigesetzt und ihre kovalent verknüpfte Konformation bleibt erhalten.
Um auf diese Weise p53-Oligomerisierung an den Mitochondrien untersuchen zu 
können, wollten wir zunächst zeigen, dass ein als Multimer bekanntes Protein, Bax, 
auch aus der mitochondrialen Fraktion als solches identifizierbar ist.
JIANG et al. (2006) untersuchten die Oligomerisierung von Bak an Mitochondrien in 
Abhängigkeit von Bad. Zur Vernetzung der Proteine verwendeten sie BMH in einer 
Konzentration von 1 mM. Nachdem unsere Untersuchungen bis zu diesem Zeitpunkt 
noch nicht zufriedenstellend waren, wurde die Methode von JIANG et al. (2006) in 
modifizierter Weise (siehe 3.2.5) übernommen.
Nach Aktivierung von p53 transloziert das Protein an die Mitochondrien, um dort Bax 
zu aktivieren, was in einer Oligomerisierung von Bax mündet (CHIPUK et al. 2004). 
Für den Nachweis dieser Oligomere standen uns zwei Antikörper zur Verfügung: Bax 
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monoklonal und polyklonal. Da der monoklonale Antikörper im Western Blot nur sehr 
schwache Banden anzeigte, entschieden wir uns für den polyklonalen Antikörper. In 
Abbildung 18 wurden Gesamtzellextrakte von HCT116 und HCT116 Bax-/- auf ein 13 
%iges Gel aufgetragen und die Proteine elektrophoretisch getrennt, um im Anschluss 








Abb. 18: Bax-Antikörper Test
Um die Funktion des Antikörpers zu testen, wurden die Bax-negativen und -positiven 
Zellextrakte mittels Western Blot aufgetrennt und untersucht. Die Proteine wurden 
dann mit dem polyklonalen Antikörper (N-20) detektiert. In Abb. 18 war in den 
HCT116-Zellen eine deutliche Bande auf Höhe von 21 kD zu erkennen. In den bax-
negativen Zellen lief auf dieser Höhe keine Bande. Allerdings erkannte der Antikörper 
gleichzeitig auch unspezifische Banden, die nicht zu interpretieren waren. Dadurch 
entstand eine „Leiter“, die bei der Detektion von p53-Oligomeren zu Schwierigkeiten 
Getestet wurde die Funktionsfähigkeit des Antikörpers. In HCT116+/+: Die Bande der Größe 21 kD  
stellt Bax dar. In HCT116-/- war Bax nicht detektierbar. Des Weiteren sind unspezifische Banden 
zu erkennen.
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hätte führen können. Durch genaues Abmessen der Bandenposition mit Hilfe einer 
vorgefärbter Proteinleiter konnten solche Schwierigkeiten jedoch umgangen werden.
Um die Bax-Oligomere nachweisen zu können, wurden HCT116 Zellen auf 40 10cm-
Platten ausgesät. Nach 24 h wurden 20 Platten mit 5-FU (1:100) behandelt. Bei den 
restlichen 20 Platten wurde lediglich das Medium gewechselt.
Die Zellen wurden dann nach weiteren 24 h gewaschen und geerntet und 
entsprechend 3.2.4 wurden die Mitochondrien isoliert. Das gewonnene 
Mitochondrienpellet und die Gesamtzellextrakte wurden mit BMH (1 mM) vernetzt 
und für 1 h bei 37 °C inkubiert (siehe 3.2.5.2.2). Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von SDS-Gel-Ladepuffer gestoppt und die Proteine auf ein 13 %iges Gel 
aufgetragen. Durch elektrophoretische Auftrennung wurden diese entsprechend ihrer 
Größe voneinander getrennt und konnten mittels polyklonalem Bax-Antikörper 
(1:300) im Western Blot detektiert werden.









Abb. 19: Nachweis von Bax Monomeren und Oligomeren in HCT116 nach 
BMH-Behandlung
Die Proben sind eingeteilt in unbehandelte Proben (C) und 5-FU behandelte Proben (5FU). Beide 
Ansätze wurden bezüglich Gesamtprotein (total) und Mitochondrienfraktion (mito) untersucht. Es 
sind Monomere (mono) und Oligomere (Pfeile) zu erkennen. Bei den restlichen Banden handelt 
es sich um unspezifische.
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Abbildung 19 zeigt unbehandelte und 5-FU behandelte Ansätze, in welchen 
wiederum Gesamtzellextrakte und Mitochondrienfraktion untersucht wurden. In den 
unbehandelten Proben war die Bax-Monomerbande (21 kD) in den Mitochondrien 
schwächer als im Gesamtzellextrakt. Die Oligomerbande war in der mitochondrialen 
Fraktion kaum zu erkennen. In den behandelten Proben hingegen waren die Bax-
Oligomere deutlich detektierbar. Vergleicht man die unbehandelten Proben mit den 
behandelten Proben, so ist eine Oligomerisierung von Bax durch 5-FU zu erkennen. 
Das Ergebnis zeigt also, dass die etablierte Methode der Vernetzung mit BMH für 
den Nachweis von Oligomeren in Mitochondrienextrakten prinzipiell geeignet war. 
4.4.2 Die Quartärstruktur von p53 an Mitochondrien
Um die Quartärstruktur von p53 in HCT116 Zellen zu untersuchen, wurden Zellen mit 
wtp53, 175H und 273H jeweils auf zwanzig 10 cm Platten ausgesät. Nach 24 h im 
Brutschrank wurden die wtp53-Zellen mit 5-FU (1:100) für weitere 24 h inkubiert, um 
p53 zu aktivieren. Im Anschluss wurden alle Zellen gewaschen und geerntet, und wie 
in 3.2.4 beschrieben die Mitochondrien isoliert. Das gewonnene Mitochondrienpellet 
wurde dann gemäß 3.2.5.1.2 für die Quervernetzung der Proteine vorbereitet und mit 
BMH (1 mM) für 1 h bei 37 °C auf einem Schüttler inkubiert. Die Proteine wurden 
mittels SDS-PAGE auf einem 8 %igen Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die 
Detektion erfolgte mit dem DO-1 Antikörper. In Abbildung 20 sind einige Ergebnisse 
dieser Untersuchungen zusammengefasst.
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Abb. 20: Nachweis von wt- und mtp53 Oligomeren im Gesamtprotein und 
Mitochondrienfraktion von HCT116 nach Behandlung mit BMH
Im Western Blot konnten sowohl wt-Monomere (53 kD) als auch Monomere der 
beiden Mutanten in der mitochondrialen Fraktion sehr deutlich nachgewiesen 
werden. Es war zu erkennen, dass p53 im Gesamtzellextrakt in allen drei Zelltypen 
als Oligomer (> 150 kD) vorliegt. Auch hier verwischt die Bande, da p53 noch mit 
anderen Proteinen vernetzt ist und somit unterschiedliche Proteingrößen aufweist. Im 
Gegensatz dazu konnten keine p53-Oligomere in der mitochondrialen Fraktion 
nachgewiesen werden. Hingegen konnten sowohl wt-Monomere (53 kD) als auch 
Monomere der beiden Mutanten in der mitochondrialen Fraktion sehr deutlich 
nachgewiesen werden. 
Diese Ergebnisse zeigten, dass p53 im Gesamtzellextrakt zwar als Oligomer, jedoch 
an den Mitochondrien in monomerer Form vorliegt.
Dargestellt sind Gesamtprotein und mitochondriales Protein von HCT116 Zellen mit wtp53, 175H 
und 273H. Die untere Bandenreihe im Western Blot stellt die Monomere dar (mono). Im 
Gesamtprotein (total) sind p53-Oligomere (oligo) zu erkennen, in der mitochondrialen Fraktion 
(mito) nicht.
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Um die erhaltenen Ergebnisse zu bestätigen, wurde nun eine Vernetzung mit 
Glutaraldehyd (GLD) durchgeführt. Denn während BMH Sulfhydryl-Gruppen (SH-) 
verknüpft, vernetzt GLD Amino-Gruppen. ATZ et al. (1999) konnten mittels GLD-
Vernetzung p53-Oligomere im Gesamtzellextrakt nachweisen. Daher wurde deren 
Methode modifiziert übernommen. 
Für die Vernetzung der Proteine wurden wieder jeweils zwanzig 10 cm Platten des 
jeweiligen HCT116 Zelltyps ausgesät. Nach 24 h im Brutschrank wurden die wtp53 
Zellen mit 5-FU (1:100) für weitere 24 h behandelt. Die Mitochondrien wurden gemäß 
3.2.4 isoliert und für die GLD-Vernetzungvorbereitet. Wie in 3.2.5.2.2 beschrieben, 
wurden die Proteine mit Glutaraldehyd (0,03 %) für 15 min bei RT auf einem 
Schüttler inkubiert und anschließend für einen Western Blot vorbereitet. Die 
vernetzten Proteine wurden dann mittels SDS-PAGE auf einem 8 %iges Gel 
elektrophoretisch getrennt. Zur Detektion der Proteine wurde auch hier der DO-1 
Antikörper verwendet.
Eines der Ergebnisse ist in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21: Nachweis von wt- und mtp53 Oligomere im Totalprotein und 
Mitochondrienfraktion von HCT116 nach Behandlung mit GLD
In HCT116 Zellen wurde p53 durch 5-FU aktiviert und anschließend wurden Gesamtzellextrakte 
und mitochondriale Proteinextrakte mit GLD (0,03 %) 15 min vernetzt. Die Proteine wurden auf 
einem 8 %igen Gel elektrophoretisch getrennt. Im Western Blot sind Gesamtzellextrakte (total) als 
Kontrolle und die mitochondriale Fraktion (mito) dargestellt. 
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Auch in den Versuchen mit GLD konnte, wie schon zuvor mit BMH, gezeigt werden, 
dass p53 an den Mitochondrien vorwiegend als Monomer vorliegt. Diese 
Untersuchungen schlossen jedoch die Möglichkeit nicht aus, dass mitochondriales 
p53 als instabiler Monomer vorliegt.
4.5 Verifizierung der Ergebnisse in MCF-7 Zellen
Um herauszufinden, ob die oben gezeigten Ergebnisse nur für HCT116 Zellen gültig 
sind, sollten weitere Untersuchungen an einer anderen Zelllinie vorgenommen 
werden. Wichtig war hierbei, dass die Zellen einen intakten p53- Apoptoseweg
besitzen, wie es bei MCF-7 Zellen der Fall ist. 
Die Zellen wurden wiederum in zwanzig 10 cm Platten ausgesät und nach 24 h mit 5-
FU (1:100) behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen gewaschen, geerntet 
und wie in 3.2.4 beschrieben die Mitochondrien isoliert. Das gewonnene 
Mitochondrienpellet wurde mit BMH (1 mM) bzw. GLD (0,03%) vernetzt und für den 
Western Blot vorbereitet. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE auf einem 8 %igen 
Gel elektrophoretisch getrennt. In Abb. 22 ist eines der Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 22: Nachweis von p53-Oligomeren im Gesamtprotein und Mitochondrien    
von MCF-7 Zellen nach BMH- und GLD-Behandlung
In allen vier Proben sind p53-Monomere (53 kD) zu erkennen. Im Gesamtprotein sind 
bei beiden Behandlungen Monomere und Oligomere zu erkennen, während in der 
mitochondrialen Fraktion wiederum keine Oligomere auszumachen sind. In der 
mitochondrialen Fraktion ist nach Behandlung mit BMH eine sehr kräftige 
Monomerbande zu erkennen. Dies zeigt, dass viel monomeres p53 isoliert wurde und 
dennoch keine Oligomere vorliegen, während im Gesamtprotein weniger monomeres 
p53 vorliegt und dennoch oligomeres p53 detektiert wurde.
Das Ergebnis macht deutlich, dass die Resultate, die an HCT116 Zellen erzielt 
worden waren, auch an MCF-7 Zellen erarbeitet werden konnten.
Um die prinzipielle Wirksamkeit der Methode auch in MCF-7 Zellen zu bestätigen, 
wurde ebenfalls die Oligomerisierung von Bax untersucht. Hierfür wurden wieder 
zwanzig 10 cm Platten mit MCF-7 Zellen beschickt, jedoch wurden diesmal 10 
Platten mit Resveratrol behandelt. Resveratrol kommt in Trauben und Nüssen vor, 
Dargestellt sind MCF-7 Zellen mit Gesamtprotein (total) und mitochondrialer Fraktion (mito) nach 5-
FU-Behandlung. Vernetzt wurden die Proteine mit BMH und GLD. Im Gesamtzellextrakt sind 
Monomere (mono) und Oligomere (oligo) erkennbar, während im mitochondrialen Proteinextrakt nur 
Monomere detektiert werden konnten.
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wirkt antioxidativ, tumorpräventiv und cardioprotektiv und kann in Zellen eine p53-
abhängige Apoptose auslösen (MAHYAR-ROEMER et al. 2002; POEHLAND et al.
2006). Nach einer 24-stündigen Inkubation wurden die Zellen geerntet und 
entsprechend 3.2.4 die Mitochondrien isoliert. Das gewonnene Pellet wurde mit BMH 
(1 mM) für eine Stunde bei 37 °C vernetzt und anschließend für den Western Blot 
vorbereitet. Die Proteine wurden auf einem 13 %igen Gel mittels SDS-PAGE 
elektrophoretisch getrennt und mit dem polyklonalen Bax Antikörper detektiert. 
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Abb. 23: Nachweis von Bax-Oligomeren im Gesamtprotein und
mitochondrialen Fraktion von MCF-7 nach BMH-Behandlung
MCF-7 Zellen wurden unbehandelt (C) bzw. nach Resveratrol-Behandlung (Resv) aufgeteilt in 
Gesamtzellextrakte und mitochondriale Proteinextrakte. Beide Fraktionen wurden getrennt in 
Totalprotein und mitochondriale Fraktion und die Proteine mit BMH vernetzt. In allen Proben sind 
deutlich Bax-Monomere (mono) zu erkennen. Bax-Oligomere (oligo) sind nur in den jeweils 
behandelten Proben sichtbar.
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In den Gesamtzellextrakten waren wiederum deutlich Bax-Monomere (21 kD) zu 
erkennen. Oligomere (84 kD) waren nur in der Resveratrol-behandelten Probe 
sichtbar. In der Mitochondrienfraktion waren deutliche Banden in Höhe der Bax-
Monomere auszumachen. In der mit Resveratrol behandelten Probe konnten jedoch 
deutlich mehr Oligomere detektiert werden als in der unbehandelten Probe. Mit der 
Zunahme an oligomerem Bax war eine gleichzeitige Abnahme an monomerem Bax 
verbunden.




Der Tumorsuppressor p53 transloziert nach Stress-Stimulus an die Mitochondrien, 
um dort durch Aktivierung und Hemmung von Mitgliedern der Bcl-2-Familie 
programmierten Zelltod (Apoptose) auszulösen. Durch die Etablierung einer 
entsprechenden Methode konnte mit Hilfe der Crosslinker Bis-maleimidohexan 
(BMH) und Glutaraldehyd (GLD) nachgewiesen werden, dass p53 in den Zelllinien 
HCT116 und MCF-7 als Monomer an den Mitochondrien vorliegt. Durch den 
Nachweis von Bax-Oligomeren konnte gezeigt werden, dass die Methode wirklich in 
der Lage ist, Oligomere zu detektieren.
.
5.1 Die Methode
In den hier durchgeführten Untersuchungen wurden unterschiedliche Puffersysteme 
zur Lyse der gewonnenen Mitochondrien verwendet. Allerdings erbrachten diese 
Puffer nicht den erhofften Erfolg. Dies legte die Vermutung nahe, dass das 
Natriumdodecylsulfat (SDS), ein Detergenz, das Proteine denaturiert, zu aggressiv 
die nichtkovalenten Bindungen zerstörte und dabei nicht nur die Proteine aus der 
Membran löste, sondern auch deren Quartärstruktur zerstörte. Aber auch bei den 
etwas schwächeren Detergentien NP-40 und Chaps konnte nicht sichergestellt 
werden, dass eventuell bestehende Oligomere erhalten bleiben. Deshalb ging man 
dazu über die Vernetzung der mitochondrialen Proteine an nativen Mitochondrien 
durchzuführen.
Während der Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche Chemikalien zur 
Vernetzung der Proteine verwendet. Um mit BMH, einem Maleimid-Crosslinker, 
Proteine vernetzen zu können, müssen diese Proteine Sulfhydryl-Gruppen besitzen. 
Durch eine Reaktion der Sulfhydryl-Gruppen mit der Maleimid-Gruppe von BMH 
entstehen stabile Thioether-Bindungen, die weder durch reduzierende Agentien noch 
durch physiologische Pufferbedingungen gelöst werden können. Es besteht jedoch 
die Möglichkeit, dass das p53-Protein aufgrund von Oxidationsvorgängen keine 
freien Sulfhydryl-Gruppen aufweist. Deshalb war es angeraten, noch einen weiteren 
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Crosslinker einzusetzen. Glutaraldehyd ist der Trivialname für Pentan-1,5-dial und 
besitzt zwei reaktive Aldehydgruppen, die mit jeweils einer terminalen Aminogruppe 
der zu vernetzenden Proteine eine kovalente Bindung eingehen können. Sollten also 
keine Sulfhydryl-Gruppen unter den Untersuchungsbedingungen verfügbar gewesen 
sein, hätte GLD anwesende Aminogruppen miteinander verknüpfen können.
Kurz nach Beendigung der vorliegenden Arbeiten wurde eine neue 
Vernetzungsmethode veröffentlicht. Dabei handelt es sich um Photo-reaktive 
Aminosäuren (Photo-Leucin und Photo-Methionin), die einen Diazin-Rest enthalten. 
Die zu untersuchenden Zellen werden auf 10 cm Platten ausgesät und nach 24-
stündiger Inkubation mit den Aminosäuren für weitere 24 h behandelt. Durch UV-
Strahlung wird Diazin aktiviert und es entsteht ein reaktives Carben-Zwischenstück, 
das die Proteine irreversibel mit einem Nulllängen-Abstand miteinander verbindet. 
Vorteile dieser Methode sind, dass die Vernetzung der Proteine in vivo durchgeführt 
wird, die Substanzen sehr gut kompatibel mit verschiedenen Zelllinien sind und ca. 
90 % der Proteine detektiert werden können. Allerdings wurde die Methode nur für 
Gesamtzellextrakte beschrieben, so dass nicht sicher gestellt ist, ob die Methode 
auch mit Proteinen an den Mitochondrien funktioniert.
Da die Untersuchungen immer ein negatives Ergebnis erzielten, stellte sich die 
Frage, ob die Methode überhaupt in der Lage war, Oligomere an den Mitochondrien 
nachzuweisen. Deshalb beschloss die Arbeitsgruppe, einen weiteren Versuch 
durchzuführen, von dem bekannt war, dass das Ergebnis positiv sein würde. 
Aktiviertes Bax liegt an den Mitochondrien als Oligomer vor. Mit Hilfe von BMH und 
GLD konnten die Oligomere miteinander vernetzt werden und schließlich mit einem 
polyklonalen Bax-Antikörper detektiert werden. Probleme, die bei dieser 
Untersuchung auftraten, waren die unspezifischen Banden, die der Antikörper 
anzeigte. Jedoch konnte dieses Problem durch exaktes Ablesen des vorgefärbten 
Proteinmarkers umgangen werden. Die Nachweise der Bax-Oligomere an den 
Mitochondrien erbrachten schließlich den Beweis, dass die etablierte Methode 
grundsätzlich in der Lage war, Oligomere an den Mitochondrien zu detektieren.
Letztendlich kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass mitochondriales p53 
als instabile Oligomere an die Proteine der äußeren Mitochondrienmembran bindet. 
Eine Möglichkeit, diese instabilen Oligomere nachzuweisen, wäre der Fluorescence 
resonance energy transfer Methode (FRET-Methode), womit unter anderem 
Interaktionen von Proteinen untersucht werden können. wtp53 wird mit angeregten 
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Floureszenzfarbstoffen (Donor-Fluorophor) am C-Terminus markiert. Mtp53 wird 
ebenfalls mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor-Fluorophor) am C-Terminus 
markiert. Dabei kommt es zur Energieübertragung vom Donor zum Akzeptor, was je 
nach Abstand der Proteine zu unterschiedlichen Signalen führt. Durch diese Signale 
könnte schließlich die Co-Lokalisation beider Proteine in enger Nachbarschaft an den 
Mitochondrien gemessen werden
5.2 Ergebnisse
Insgesamt kommt man bei der Auswertung der Resultate also zu der folgenden 
Bewertung. Seit 15 Jahren hatte man neben den (transkriptionell aktiven) Tetrameren 
von p53 in Vernetzungsexperimenten immer auch Monomere gesehen, ohne diesen 
eine Funktion zuordnen zu können. Die vorliegende Arbeit deutet nun darauf hin, 
dass p53 an den Mitochondrien als Monomer vorliegt. Untersuchungen von 
MARCHENKO u. Mitarb. (2000) hatten bereits gezeigt, dass eine künstliche p53-
Mutante mit einer Mutation in der Oligomerisierungsdomäne und mit einem 
veränderten N-Terminus, der dieses Protein zu den Mitochondrien transportiert, dort 
Apoptose induzieren kann. Warum aber sollte sich diese apoptotische Funktion des 
monomeren p53 entwickelt haben? Begleitende Arbeiten aus unserer Gruppe 
konnten nachweisen, dass mitochondriales, monomeres p53 gegen den Einfluss 
einer zur Hetero-Oligomerisierung befähigten, defekten p53-Mutante resistent ist. Auf 
diese Weise mag dieser zweite, extranukleäre Apoptosepfad von p53 einen „fail-
safe“ Mechanismus gegen Mutation darstellen.
5.2.1 Monomeres p53 als Induktor der mitochondrialen Apoptose?
Jahrzehntelang ging man davon aus, dass p53 nur als Tetramer aktiv agieren kann. 
Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen zeigte jedoch, dass p53 auch als 
Monomer seine Funktionen ausführen und Apoptose auslösen kann. Es löst als 
Monomer an den Mitochondrien Apoptose aus und ist somit resistent gegenüber 
dominant-negativer Hemmung durch mutiertes p53. Die mitochondriale 
Apoptoseinduktion ist somit die erste beschriebene Funktion, die das p53-Protein als 
Monomer ausführt. Alle bisher bekannten Funktionen werden von p53-Oligomeren 
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induziert. Dabei stellt sich die Frage, ob p53 überhaupt in der Lage ist, als Monomer 
an den Mitochondrien Apoptose zu induzieren. Um DNA effektiv binden zu können 
muss p53 als Tetramer vorliegen (FRIEDMANN et al. 1993; PIETENPOL et al. 1994). 
Diese Tetramere setzen sich aus zwei Dimeren zusammen (CLORE et al. 1995; 
JEFFREY et al. 1995).  MARCHENKO et al. (2000) konnten jedoch überzeugend 
demonstrieren, dass das p53-Protein nach Stressinduktion an Mitochondrien 
transloziert und Apoptose auslöst. Zudem konstruierten sie in ihren Experimenten ein 
mitrochondrial gerichtetes, monomeres p53-Protein (L-p53-(1-305)) ohne C-
Terminus. Dessen Apoptose-Aktivität war sogar stärker als die des Wildtyp-Proteins. 
Dieses Ergebnis zeigt, dass der C-Terminus, der unter anderem auch die 
Tetramerisierungsdomäne beinhaltet, welche für die Oligomerisierung verantwortlich 
ist, für die mitochondriale Apoptose-Funktion unwichtig ist und dass p53 durchaus in 
der Lage ist, in monomerer Form Apoptose zu induzieren. In weiteren Versuchen 
konnte außerdem gezeigt werden, dass mitochondrial gerichtetes p53 in Zellen, die 
mtp53 exprimieren, Apoptose induziert (PALACIOS u. MOLL, 2006). Insgesamt zeigt 
sich also, dass monomeres p53 an Mitochondrien Apoptose auslösen kann.
5.2.2 Mechanismen, die der Apoptoseinduktion durch monomeres 
p53 entgegenwirken
Wenn aber die durch monomeres p53-vermittelte, mitochondriale Apoptose gegen 
dominant-negative Hemmung resistent ist, stellt sich die Frage, warum 40 % aller 
Tumore mit einem mutierten und einem Wildtyp-p53-Allel nicht durch diese
Apoptoseinduktion zu Grunde gehen. Dazu sind mehrer Aspekte von Bedeutung:
Erstens könnten solche Tumore andere antiapoptotische Mechanismen aktiviert 
haben. Ein Beispiel hierfür wäre die Überproduktion von Bcl2 und BclXl oder die 
Herunterregulierung von Bax und Bak. Durch beide Mechanismen wird der 
mitochondriale Apoptose-Weg gehemmt. 
Zweitens benötigt wtp53 gerade in Zellen, die mutiertes p53 exprimieren, ein Stress-
Signal, um an die Mitochondrien translozieren zu können. Trotz der Hemmung der 
Transaktivierungsfunktion durch mtp53 kann p53-abhängige Apoptose in diesen 
Tumoren erfolgen. Hierfür jedoch bedarf es Stress-Stimuli wie z. B. Chemotherapie, 
um manifest zu werden. 
Diskussion 69
Drittens dokumentierten CHIPUK u. Mitarb. (2005), dass Zelltypen existieren, in 
denen eine effiziente, mitochondriale Apoptose durch p53 abhängig ist von der 
Transaktivierung des p53 Zielgens puma. Denn der inaktive, zytoplasmatische 
p53/BclXl-Komplex, der in Zellen mit einer Subfraktion an BclXl im Zytoplasma 
vorkommt, wird durch PUMA aufgelöst, wodurch die Aktivierung von pro-
apoptotischem Bax durch freies, zytoplasmatisches p53 ausgeführt werden kann 
(CHIPUK et al. 2005). Dies bedeutet, dass bei Tumoren eines solchen Zelltyps, die 
Wildtyp und dominant-negatives mtp53 ko-exprimieren, die p53-vermittelte, 
extranukleäre Apoptoseinduktion trotz der Resistenz von mitochondrialem p53 
gegenüber dominanter Hemmung beeinträchtigt sein könnte. 
Viertens könnten einige dieser Puma-sensitiven Tumoren sich aus Zelltypen 
entwickelt haben, welche in der Lage sind, die p53-verwandten Proteine p63 und p73 
für die puma Transaktivierung zu mobilisieren. In solchen Tumoren kommt es darauf 
an, ob exprimiertes mtp53 eine Klasse-I (Kontakt-) oder -II (Konformations-) Mutante 
ist. Klasse II Mutanten können an die Proteine p63 und p73 binden und sie 
inhibieren, was in einem Gain-of-Function-Phänotyp resultiert bezüglich der Störung 
der mitochondrialen Apoptose (LI u. PRIVES, 2007). Klasse I Mutanten können dies 
nicht. 
5.3 Schlussfolgerung
Insgesamt legen die vorhandenen Erkenntnisse also folgenden Schluss nahe. 
Evolutive Kräfte, die zur Herausbildung von p53 als Tumorsuppressor geführt haben, 
haben wahrscheinlich auch für den Erhalt dieser Funktion selektiert. Wenn also p53, 
um als Tumorsuppressor effektiv wirken zu können, ursprünglich auf seine Fähigkeit 
zur Transaktivierung von Genen als Tetramer angewiesen war, jedoch mutierte 
Volllängenformen der p53-Proteinfamilie diese Fähigkeit durch Hetero-
Tetramerisierung oder kompetitive Promotor-Okkupation zunichte machen konnten, 
war die Entwicklung einer Tumorsuppressorfunktion auf der Basis des 
inhibitionsresistenten Monomers wohl wahrscheinlich – vielleicht unvermeidbar. Wir 
schlagen deshalb vor, dass das monomere p53 an den Mitochondrien eine solche, 
neue Tumorsuppressorfunktion darstellt. Dies würde implizieren, dass sich die 
Funktion von p53 an den Mitochondrien später als die Kernfunktion entwickelt hat. 
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Für diese Sichtweise spricht, dass das entwicklungsgeschichtlich ältere, p53-
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Quartärstruktur des Tumorsuppressors p53 
an Mitochondrien zu untersuchen. In vorangegangenen Untersuchungen der 
Arbeitsgruppe konnte festgestellt werden, dass der transkriptionsunabhängige 
Apoptoseweg von p53 an den Mitochondrien resistent war gegenüber dominant-
negativer Hemmung. Dadurch stellte sich die Frage, welche Mechanismen für diese 
Resistenz verantwortlich sind. Unter den zahlreichen, denkbaren Möglichkeiten 
erschienen zwei als wahrscheinlich: a) Der Mechanismus, der p53 nach Stress an 
die Mitochondrien transloziert, ist spezifisch für Wildtyp-Homotetramer; b) 
mitochondriales p53 liegt als Monomer vor. 
Für das experimentelle Vorgehen wurden HCT116 Colon-Adenokarzinomzellen und 
MCF-7 Mamaadenokarzinomzellen verwendet, die beide einen intakten p53-
Apoptoseweg besitzen. Zudem wurden HCT116R175HPuro und HCT116R273HPuro 
verwendet, um die Eigenschaften von mutiertem p53 an Mitochondrien untersuchen 
zu können. Aus den Zellen wurden die Mitochondrien isoliert, um dann die 
mitochondrialen Proteine durch die beiden Crosslinker Bismaleimidohexan (BMH) 
und Glutaraldehyd (GLD) zu vernetzen. Durch einen Western Blot wurden die 
Proteine voneinander getrennt und detektiert. 
In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass Wildtyp-p53 im 
Gesamtzellextrakt von HCT116 Zellen, ebenso wie die p53 Mutanten, sowohl als 
Monomer als auch als Oligomer vorkommt. Außerdem konnte eine Methode etabliert 
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werden, mit der es möglich war, Oligomere durch eine Vernetzung mit BMH sichtbar 
zu machen. Um zeigen zu können, dass die Methode für Proteine an Mitochondrien 
geeignet war, wurden Bax-Oligomere an den Mitochondrien nachgewiesen. Mit der 
etablierten Methode konnten dann im Gesamtzellextrakt p53-Oligomere und –
Monomere nachgewiesen werden, während p53 an den Mitochondrien unter 
gleichen Bedingungen nur als Monomer vorlag. Um die erhaltenen Ergebnisse zu 
bestätigen, wurden die Experimente mit einem weiteren Crosslinker (Glutaraldehyd) 
wiederholt. Auch in diesen Untersuchungen konnte p53 als Monomer an den 
Mitochondrien nachgewiesen werden. 
Um zeigen zu können, dass diese vorliegenden Ergebnisse nicht nur für HCT116 
Zellen gültig sind, wurden die beschriebenen Untersuchungen in einer weiteren 
Zelllinie vorgenommen. Die Ergebnisse bewiesen, dass auch in MCF-7 Zellen p53 
vorwiegend als Monomer an den Mitochondrien vorkommt. 
Insgesamt legen die vorhandenen Erkenntnisse also folgenden Schluss nahe. 
Evolutive Kräfte, die zur Herausbildung von p53 als Tumorsuppressor geführt haben, 
haben wahrscheinlich auch für den Erhalt dieser Funktion selektiert. Vermutlich war 
p53, um als Tumorsuppressor effektiv wirken zu können, ursprünglich auf seine 
Fähigkeit zur Transaktivierung von Genen als Tetramer angewiesen. Jedoch konnten 
mutierte Volllängenformen der p53-Proteinfamilie diese Fähigkeit durch Hetero-
Tetramerisierung oder kompetitive Promotor-Okkupation zunichte machen. Daher 
war die Entwicklung einer Tumorsuppressorfunktion auf der Basis des 
inhibitionsresistenten Monomers wohl wahrscheinlich – vielleicht unvermeidbar. Wir 
schlagen deshalb vor, dass das monomere p53 an den Mitochondrien eine solche 
neue Tumorsuppressorfunktion darstellt. Dies würde implizieren, dass sich die 
Funktion von p53 an den Mitochondrien später als die Kernfunktion entwickelt hat. 
Für diese Sichtweise spricht, dass das entwicklungsgeschichtlich ältere, p53-
verwandte p63 lediglich als Transkriptionsfaktor, nicht aber als mitochondrialer 
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The intention of the present work was to determine the quaternary structure of the 
tumour suppressor p53 in mitochondria. In previous examinations we were able to 
assess that there was a resistance of the transcription-independent 
apoptosispathway of p53 against dominant-negative Hemmung. Thereby the 
question came up which mechanism was responsible for this resistance. Two of the 
numerous possibilities were probable: a) the mechanism which translocates p53 to 
mitochondria after stress induction is specific for wildtype-homotetramer; b) 
mitochondrial p53 exists as monomer.
For the experimental procedure we used HCT116 Colon adenocarzinoma and MCF-7 
mamma adenocarzinoma cells because both of them have an intact p53 pathway. 
Furthermore we used HCT116R175HPuro and HCT116R273HPuro to examine the 
feature of mutated p53 in mitochondria. With a special „Mitochondria Isolation Kit for 
Mammalian Cells“ we were able to isolate the mitochondria. After crosslinking the 
mitochondrial proteins with bismaleimidohexane (BMH) or glutaraldehyde (GLD) the 
proteins were detected by western blot analysis.
Previous examinations showed that wildtype p53 was monomeric as well as 
oligomeric in total protein of HCT116 cells. The same observation we made with 
mutated p53. Moreover, it was possible to establish a method which was able to 
detect oligomers through a crosslink with BMH. To demonstrate that the method was 
adequate for mitochondrial proteins we detected Bax oligomers in mitochondria of 
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HCT116 cells. The results of these examinations prove that the established method 
was able to detect oligomers in mitochondria. In the following studies with HCT116 
cells and their mutants there were only monomeric p53 in mitochondria whereas 
oligomeric and monomeric p53 were detectable in the total protein under the same 
conditions. To confirm the results the experiments were reproduced with GLD. There 
was also exclusivly monomeric p53 at mitochondria. 
To demonstrate that the presented results are not only significant for HCT116 cells 
we decided to repeat the studies with another cell line. It was shown that p53 act as 
monomer in mitochondria in MCF-7 cells also. To test the principal efficiency of this 
method we generated successfully evidence of Bax oligomers in MCF-7 cells. 
Altogether we came to the following conclusion: evolutionary forces which were 
required for the development of the tumour suppressor p53 selected for the receipt of 
this function. Originally p53 was depend on tetrameric structure for its capability to 
transactivate genes to be an effective tumoursuppressor. But mutated fulllength 
forms of p53 protein family could destroy this feature through hetero-oligomerisation. 
Therfore the development of a tumour suppressor function on the base of monomeric 
p53 was unavoidable. Thus we suggest that the monomeric p53 at mitochondria 
describes a new tumour suppressor function. This would implicate that the 
mitochondrial pathway of p53 would have developed after the nuclear function. 
Another argument for this suggestion is that the evolutionary older p53-related p63 is 
only well-known as a transcription factor and not as a mitochondrial apoptosis factor.
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